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Resumo O corpo humano é suscetível a um grande número de lesões, como é o caso 
das feridas cutâneas, que são consideradas o tipo de lesão mais frequente. 
Normalmente, as feridas são curadas de forma natural pelo corpo, contudo, 
vários fatores, como a idade e inflamação, podem dificultar esta reparação 
natural, existindo assim uma preocupação crescente quanto ao tratamento de 
feridas e regeneração da pele. São vários os tratamentos que podem ser 
aplicados na regeneração de pele sendo, contudo, os curativos (pensos) os 
mais utilizados. 
O uso de polímeros naturais para o desenvolvimento de novos materiais para 
aplicação na regeneração da pele tem demonstrado enormes potencialidades, 
como é o caso das membranas de nanocelulose bacteriana (BC). Apesar das 
suas inúmeras vantagens, as membranas de BC carecem de algumas 
propriedades e/ou funcionalidades, como atividade anti-inflamatória, pelo que 
são normalmente combinadas com outras substâncias que apresentam as 
funcionalidades desejadas. Neste sentido, o fucoidano, um polissacarídeo 
proveniente de algas castanhas, surge como um possível candidato para 
incorporação nas membranas de BC, uma vez que apresenta inúmeras 
propriedades benéficas para a saúde, sendo algumas fundamentais no 
processo inflamatório e de regeneração tecidual.  
Neste trabalho foram desenvolvidas membranas de BC e fucoidano (5,10 e 
15% m/m, em relação à massa de BC), utilizando glicerol (5% v/v do volume 
total de solução) como plastificante. Estas foram caracterizadas por 
espetroscopia de Ultravioleta-visível (UV-vis), espectroscopia de infravermelho 
com transformada de Fourier acoplada a reflexão total atenuada (FTIR-ATR), 
microscopia eletrónica de varrimento (SEM), análise termogravimétrica (TGA), 
ensaios mecânicos e absorção de água. Por UV-vis foi possível verificar as 
propriedades óticas das membranas na região do visível e do ultravioleta. Na 
análise de FTIR-ATR das membranas compósitas foram identificados picos 
característicos do fucoidano e da BC e as micrografias de SEM revelaram 
também a sua incorporação nas membranas. Através da TGA verificou-se o 
perfil de degradação térmica das membranas, influenciado sobretudo pelo 
glicerol, com temperaturas de degradação iniciais de cerca de 100ºC e de 
degradação máxima aos 230ºC. Adicionalmente, estes compósitos 
apresentaram uma elevada capacidade de absorção de água e boas 
propriedades mecânicas (Módulo de Young= 232,3 ± 41,9 MPa, Resistência à 
tração= 30,8 ± 6,8 MPa, Elongação até rutura= 31,1 ± 6,4%) considerando a 
aplicação em questão.  
Foram também realizados ensaios de atividade biológica do fucoidano 
extraído, tendo-se observado elevada atividade antioxidante (2,6 a 62,4%) 
para concentrações de 0,17-1,17 mg.mL-1. O fucoidano não apresentou 
citotoxicidade até 200 µg.mL-1, mas não foi possível concluir acerca da sua 
atividade anti-inflamatória, já que se mostrou indutor da produção de óxido 
nítrico em células de macrófagos de ratinhos leucémicos, RAW 264.7, embora 
esta tenha sido inibida, em parte, aquando estimulação com lipopolissacarídeo 
(LPS). 
Assim, podemos concluir que a incorporação de fucoidano nas membranas de 
BC foi bem sucedida, tendo estes compósitos características que permitem 
ponderar a sua aplicação como pensos/curativos para a regeneração da pele. 
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Abstract 
 
The human body is susceptible to many injuries, as is the case of cutaneous 
wounds, which are considered the most frequent type of injury. Usually, 
wounds are naturally cured by the body, however, several factors, such as age 
and inflammation, can difficult this natural repair, creating a growing concern 
about wound treatment and skin regeneration. There are several treatments 
that can be applied in the regeneration of skin, however, dressings are the 
most used. 
The use of natural polymers for the development of new materials for 
application in skin regeneration has demonstrated enormous potential, as is the 
case of bacterial nanocellulose (BC) membranes. Despite their many 
advantages, BC membranes lack for some properties and or functionalities, 
such as anti-inflammatory activity, so they are usually combined with other 
substances that have the desired functionalities. In this sense, fucoidan, a 
polysaccharide derived from brown algae, appears as a possible candidate to 
be incorporated into bacterial nanocellulose membranes, since it has numerous 
beneficial properties for health, some of which are essential in the inflammatory 
process and tissue regeneration. 
In this work, BC and fucoidan membranes (5, 10 and 15% w/w, relative to BC) 
were developed using glycerol (5% v/v, relative to the total volume of solution) 
as a plasticizer. These were characterized by Ultraviolet-Visible (UV-vis) 
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total 
reflection (FTIR-ATR), scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric 
analysis (TGA), mechanical tests and water absorption. UV-vis spectra showed 
membrane’s optical properties in the visible and ultraviolet region. The FTIR-
ATR spectra of the BC-Fucoidan membranes showed the characteristic peaks 
of BC and fucoidan and SEM analysis also revealed the incorporation of 
fucoidan in the membranes. TGA showed the degradation profile of the 
composites, influenced essentially by the presence of glycerol, with initial peaks 
at 100ºC and maximum degradation occurring at 230ºC. In addition, these 
composites have a high water absorption capacity (Wmax = 18.5x pure BC) and 
good mechanical properties (Young’s modulus = 232.3 ± 41.9 MPa, Tensile 
strength = 30.8 ± 6.8 MPa, Elongation at break = 31.1 ± 6.4%) considering the 
proposed application. 
Biological activity assays were performed on extracted fucoidan, and a high 
antioxidant activity (2.6 to 62.4%) was reported for concentrations between 
0.17 and 1.17 mg.mL-1. Fucoidan does not present cytotoxicity up to 200 
μg.mL-1, however, it was not possible to conclude about its anti-inflammatory 
activity, since it was shown to induce nitric oxide (NO) production in mouse 
leukaemic monocyte macrophage cells (RAW 264.7), although it partially 
inhibited NO production in lipopolysaccharide (LPS) stimulated cells. 
Thus, we can conclude that the incorporation of fucoidan in BC membranes 
was successful and that these composites have characteristics that may allow 
its application as a dressing for skin regeneration. 
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1. Contextualização 
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 3 
As feridas são um dos tipos de lesões com maior ocorrência no corpo humano, 
sendo as cutâneas as mais prevalentes e comuns. Este tipo de lesões pode ser mais ou 
menos complexo, tendo em conta a sua génese, localização, tamanho, profundidade e 
duração, entre outros fatores, e muitas vezes necessita de cuidados médicos para 
garantir a eficácia do seu tratamento (1). 
Muitos são os fatores que podem promover uma má cicatrização do tecido 
envolvido, uma recuperação mais prolongada ou até mesmo o aparecimento de 
inflamação exacerbada e infeção no local afetado, dificultando o tratamento da lesão 
(2). Assim, surge a necessidade de desenvolver novos materiais e tratamentos que 
promovam uma recuperação mais rápida e eficiente dos tecidos danificados, tendo em 
conta uma abordagem mais rentável e ecológica.  
A nanocelulose bacteriana (BC) é um material gelatinoso biodegradável e 
biocompatível, com a mesma composição química que a celulose vegetal mas que 
possui propriedades físicas e químicas distintas como diferente morfologia, elevada 
pureza, elevada resistência mecânica e capacidade de retenção de água, que permitem a 
sua aplicação na indústria alimentar, no fabrico de compósitos, têxteis, cosméticos e em 
particular na área biomédica, com especial foco na produção de curativos para a pele 
(3,4). No entanto, a BC carece de algumas propriedades como propriedades 
antimicrobiana e anti-inflamatória, sendo muitas vezes necessário a incorporação de 
outros compostos, que possuam estas características, de forma a obter um material com 
uma atuação mais eficaz.  
Trabalhos recentes referem a combinação de alguns polissacarídeos de origem 
marinha, como o quitosano, com BC para a produção de novos biomateriais funcionais 
(5). As características conferidas pela presença destes polissacarídeos tornam o 
biomaterial mais eficaz na cicatrização da pele e prevenção de infeções e outras 
complicações. O fucoidano é um polissacarídeo que pode ser extraído a partir de várias 
espécies de algas castanhas e que possui elevado interesse devido às suas propriedades 
anticoagulantes, anti-trombóticas, anti-inflamatórias, antioxidantes e antitumorais tendo, 
por esse motivo, sido alvo de investigação no desenvolvimento de vários biomateriais 
(6). 
Neste contexto, o objetivo do presente trabalho consiste na incorporação deste 
polissacarídeo de origem marinha, o fucoidano, em membranas de BC e sua 
caracterização para posterior aplicação em engenharia de regeneração da pele. 
 4 
A presente dissertação encontra-se dividida em cinco capítulos, sendo que no 
primeiro são abordados alguns aspetos teóricos do estado da arte, como introdução ao 
tema deste trabalho (capítulo 2). De seguida, são referidos os materiais e metodologias 
utilizados para o desenvolvimento e caracterização das membranas (capítulo 3), os 
resultados obtidos durante a atividade experimental e sua discussão (capítulo 4), e as 
principais conclusões desta dissertação (capítulo 5). Por fim, o último capítulo contém 
toda a bibliografia consultada para a elaboração desta dissertação (capítulo 6).  
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2.1. Mecanismo de reparação de tecidos e tratamento de feridas 
 
2.1.1. Danificação da pele e sua regeneração 
Uma ferida é um tipo de lesão que pode ser definida como uma disrupção da 
integridade epitelial dos tecidos que pode envolver tecidos sub-epiteliais, como a derme 
e o músculo, dependendo da sua profundidade (7). Este tipo de lesões pode ser 
acidental, intencional ou até mesmo fazer parte do processo de uma doença e é causado 
por trauma físico, originando um corte ou perfuração da pele (ferida aberta) ou uma 
contusão (ferimento fechado) (1). 
Existem várias classificações de ferimentos considerando a sua causa, o tipo de 
tecidos envolvidos, a abertura e profundidade da lesão ou até mesmo a duração do 
processo de cicatrização (1,8). Esta última é a mais utilizada, dividindo as feridas em 
agudas, se forem mais recentes e cicatrizarem em tempo e forma considerados 
adequados à lesão, ou crónicas, se não se conseguem tratar num período de tempo e 
forma previstos, sendo muitas vezes recorrentes.  
A cicatrização de feridas é um processo biológico normal do corpo humano que 
consiste em quatro fases, hemóstase, inflamação, proliferação e remodelação do tecido, 
que decorrem numa sequência específica (Figura 1), podendo algumas etapas decorrer 
em simultâneo (8,9). Estes eventos complexos envolvem a interação de células, 
mediadores químicos, fatores de crescimento e citocinas, culminando com o fecho da 
lesão.  
A primeira fase do mecanismo de reparação, hemóstase, é muitas vezes referida 
como uma fase de latência na qual se dá a interrupção da hemorragia por meios 
mecânicos, físicos e/ou químicos (10,11). Inicia-se a cascata de coagulação, seguida de 
vasoconstrição (que reduz a perda de sangue) e o preenchimento da fenda com um 
coágulo de fibrina, formando uma matriz provisória no local lesado. O coágulo e o 
tecido circundante libertam citocinas pró-inflamatórias e fatores de crescimento, como o 
fator de crescimento transformante (TGF-β), o fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e o fator de crescimento 
epidérmico (EGF) que desempenham um papel importante no recrutamento de 
neutrófilos, fibroblastos e monócitos para o local da ferida e estimulam a secreção de 
tecido conjuntivo (12). 
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Figura 1: Representação esquemática do mecanismo de reparação da pele - após a 
hemóstase, o local lesionado permanece inflamado durante algum tempo, de forma a promover 
a proliferação de células responsáveis pela regeneração do tecido que, por fim, sofre 
remodelação (adaptado de (9)).  
A inflamação surge, de seguida, com a infiltração sequencial de neutrófilos, 
macrófagos e linfócitos e é caracterizada por sintomas como dor, rubor, calor e edema 
(9,11). Os neutrófilos libertam substâncias antimicrobianas e protéases, eliminando 
micróbios e detritos celulares, e mediadores químicos, como o fator de necrose tumoral 
(TNF-α) e interleucinas (IL-1β, IL-6), que amplificam a resposta inflamatória e 
estimulam o processo regenerativo. Outros mediadores (histamina, prostaglandinas, 
leucotrienos, quimiocinas, fator ativador de plaquetas (PAF)) também são libertados 
nesta fase e são responsáveis pela vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, 
febre e dor características desta etapa (9,13). Os macrófagos libertam citocinas que 
estimulam a inflamação e promovem a transição para a fase seguinte do processo 
regenerativo (fase proliferativa) (12). Os linfócitos T migram para o local no fim desta 
etapa, sendo o seu envolvimento no mecanismo de cicatrização ainda desconhecido.  
Os principais objetivos da fase proliferativa, que ocorre cerca de 3 a 7 dias após a 
lesão, são a reepitelização (restauração da epiderme no local ferido) e a angiogénese 
área lesada 
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(criação de vasos sanguíneos) (13,14). Moléculas como o interferão (INF-γ) e o TGF-β 
regulam a síntese de colagénio, fibronectina e outras substâncias essenciais para o fecho 
do tecido e a restauração da sua força mecânica. O processo de reepitelização é levado a 
cabo por queratinócitos, presentes nas zonas laterais da ferida, e fibroblastos que 
sintetizam colagénio e outros componentes da matriz extracelular. Na angiogénese 
encontram-se envolvidos fatores de crescimento (VEGF, PDGF) que se ligam a 
recetores de células endoteliais de vasos pré-existentes, ativando cascatas de sinalização 
intracelular que culminam com a formação e maturação de artérias e veias e retorno do 
fluxo sanguíneo (10,13).  
A remodelação do tecido é a última etapa do processo de regeneração, podendo ter 
uma duração de vários anos (15). O colagénio do tipo III, presente no tecido de 
granulação da fase proliferativa, é substituído por colagénio tipo I, um processo 
mediado sobretudo pela ação de metaloproteinases de matriz (MMPs). A ferida sofre 
também alguma contração e tensão física durante todo o processo, devido ao 
aparecimento de fibroblastos contráteis (miofibroblastos) no local, que se acreditam 
estar na origem da formação de cicatrizes no local afetado (14,15). 
Este mecanismo ocorre quer em feridas agudas quer em crónicas apesar de, nestas 
últimas, se dar uma fase inflamatória prolongada que se traduz, a nível bioquímico, em 
níveis excessivos de citocinas pró-inflamatórias, protéases, espécies reativas de 
oxigénio (ROS) e células senescentes, assim como persistência de infeção (16).  
Apesar do processo regenerativo ocorrer naturalmente no corpo humano, muitas 
vezes este tipo de lesões requer atenção e cuidados especiais (2,8). São vários os fatores 
que podem retardar o fecho do ferimento e dificultar a sua cicatrização, podendo ser 
divididos essencialmente em dois tipos: locais, como a oxigenação dos tecidos 
envolvidos e o aparecimento de infeções, ou sistémicos, como a idade, o stress, os 
níveis hormonais, a toma de medicamentos, o consumo de álcool e tabaco, a dieta e até 
mesmo algumas doenças como a diabetes (2,8,17). 
 
2.1.2. Tratamento clássico de feridas  
Como referido anteriormente, para garantir uma regeneração rápida e completa do 
tecido danificado é necessário ter alguns cuidados. Para pequenos ferimentos, que 
afetam apenas a derme, muitas vezes basta recorrer à limpeza da ferida e aplicação de 
um penso rápido para proteger o local de microrganismos e sujidade, garantindo uma 
recuperação mais eficiente (18). Para ferimentos mais profundos é necessário outro tipo 
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de tratamentos, normalmente sugeridos por um profissional de saúde após a análise da 
lesão. No entanto, os pensos são o tipo de tratamento mais frequente para as feridas da 
pele e, idealmente, um penso para este tipo de lesões deverá apresentar um conjunto de 
características adequadas, como a manutenção da humidade local, remoção do excesso 
de exsudado, controlo da temperatura da ferida, controlo do odor, prevenir a entrada de 
microrganismos, permitir a troca de gases, minimizar a formação de cicatrizes, 
conformação ao local lesado e substituição fácil (19,20). Para além destas 
características, e de forma a ser viável a sua aplicação em larga escala, é necessário que 
este tipo de curativos seja económico e de fácil implementação em ambiente hospitalar 
(19,21).  
Os adesivos de gaze ou algodão (Figura 2,a) são provavelmente os curativos mais 
tradicionais, sendo utilizados preferencialmente em feridas superficiais limpas (21). No 
entanto, este tipo de pensos requer mudança frequente, cuidado para não humedecer a 
área do curativo e pode causar lesões na pele aquando da sua remoção, pelo que já não é 
a metodologia mais utilizada atualmente.  
 
 
Figura 2: Materiais utilizados no tratamento clássico de feridas - adesivos de gaze (a), 
pensos de baixa aderência (b) e pensos de película transparente (c). 
Pensos de baixa aderência (Figura 2,b) são uma alternativa aos tradicionais adesivos 
de gaze seca, já que este tecido é impregnado com parafina, que diminui a aderência ao 
ferimento e mantém a humidade local (21). Estes pensos podem ainda conter 
iodopovidona ou outros agentes com elevada atividade antibacteriana, sendo indicados 
em pequenos ferimentos com sinais de infeção (22,23).  
Os pensos de película transparente (Figura 2,c), constituídos por poliuretanos 
semipermeáveis revestidos com um adesivo acrílico, são também utilizados como 
alternativa aos adesivos de gaze, já que se conformam melhor ao corpo do paciente, são 
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impermeáveis à água e germes (mas permeáveis a ar e gases) e permitem a avaliação da 
ferida sem a remoção do curativo (18).  
Os pensos de baixa aderência e de película transparente são amplamente utilizados 
em ambiente hospitalar, sendo economicamente favoráveis, e contêm a maioria das 
características ideais de um curativo (18). No entanto, os materiais utilizados nestes 
pensos não são biodegradáveis, pelo que o seu uso massivo constitui um problema a 
nível ambiental. Assim, a procura por novos pensos recorrendo a materiais mais 
sustentáveis e de origem natural é um tópico de crescente interesse, levando ao 
aparecimento de novos sistemas que, tendo como base o conhecimento do mecanismo 
de reparação tecidual, podem possuir propriedades que aumentem a sua eficácia na 
regeneração da pele. Estes sistemas serão abordados, sumariamente, no subtópico 
seguinte.   
 
2.1.3. Novas abordagens para o tratamento de feridas 
O principal objetivo do tratamento de ferimentos é sarar a lesão no menor tempo 
possível de forma a prevenir a ocorrência de infeção e minimizar a dor, o desconforto e 
a formação de cicatrizes (24). Novas metodologias têm sido aplicadas nesta área, tendo 
em conta o conhecimento atual dos mecanismos moleculares e celulares subadjacentes a 
ferimentos, garantindo as condições necessárias para uma recuperação mais acelerada e 
eficaz. 
Nos últimos anos têm sido desenvolvidos vários pensos inovadores utilizando 
diversos biomateriais, substâncias naturais ou sintéticas que são usadas no tratamento 
ou substituição de qualquer tecido, órgão ou função corporal (24). O uso de polímeros 
naturais (p. ex., celulose, alginato, quitina, colagénio, gelatina, queratina e fibrina) na 
manutenção de feridas e queimaduras tem sido amplamente descrita na literatura, 
devido à sua elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade e semelhança com as 
macromoléculas existentes na pele, o que promove a proliferação e diferenciação celular 
(1,25,26). Para além das vantagens já mencionadas, os curativos (hidrogéis, 
hidrocolóides, espumas e filmes) com biopolímeros naturais demonstram ter boas 
propriedades mecânicas e, apesar de apresentarem um custo mais elevado, podem ser 
economicamente favoráveis já que, dependendo do material utilizado, podem requerer 
um menor número de substituições (24,27).  
Para além do uso de polímeros naturais (ou derivados) no desenvolvimento de 
curativos foi também reportado o seu uso no desenvolvimento de substitutos de pele 
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(por exemplo, filmes de quitosano e gelatina) e tecidos artificiais (geralmente 
constituídos por colagénio ou fibronectina) para regeneração da epiderme e melhoria do 
processo de cicatrização no tratamento de feridas e queimaduras severas (5,25,28). Estes 
materiais podem ainda ser utilizados para a libertação controlada de moléculas 
envolvidas no mecanismo de cicatrização, como fatores de crescimento (29,30).  
Outros tratamentos como a terapia laser, a terapia de oxigénio hiperbárico, a 
aplicação tópica de géis, como os de curcumina, e injeção com corticosteróides podem 
também ser utilizados, como alternativa aos curativos, para facilitar o processo 
regenerativo e diminuir as cicatrizes formadas (15,31–33). Estas abordagens são 
geralmente utilizadas apenas em casos em que o paciente sofre um ferimento muito 
profundo e/ou grave, de difícil cicatrização, não sendo, portanto, as metodologias mais 
praticadas.  
É importante ainda referir que no caso de feridas crónicas existe uma maior 
dificuldade de fecho do local lesado e de infeção persistente, que pode ser agravada pela 
presença de elevadas quantidades de exsudado e tecido necrótico no local lesado, que 
serve como meio de crescimento de bactérias, contribuindo para a infeção da ferida 
(16). Assim, é necessário recorrer a outros tipos de tratamento, como é o caso de 
metodologias de desbridamento e o uso tópico de antibióticos, que aliadas às 
metodologias previamente mencionadas permitem manter a ferida limpa, acelerando a 
cicatrização destas lesões.  
O subtópico seguinte irá focar a caracterização e propriedades dos polímeros 
naturais, celulose bacteriana e fucoidano, que serão utilizados neste trabalho para o 
desenvolvimento de novos biomateriais para o tratamento de feridas agudas, que são as 
mais recorrentes no quotidiano.   
 
2.2. Nanocelulose bacteriana 
 
2.2.1. Caracterização e propriedades da nanocelulose bacteriana 
O biopolímero mais abundante na natureza é a celulose, um homopolissacarídeo de 
unidades de glucose unidas por ligações glicosídicas β-(1,4) que se pode encontrar na 
parede celular de praticamente todas as plantas, de alguns organismos semelhantes a 
fungos (Oomycetes) e algumas algas (3). Várias bactérias pertencentes aos géneros 
Gluconacetobacter, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, 
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Rhizobium, Sarcina e Salmonella, entre outros, são também capazes de produzir um tipo 
de celulose designado por nanocelulose bacteriana (BC) (34).  
A celulose existente nas plantas surge normalmente associada a lenhina, 
hemiceluloses e outras substâncias que desempenham papéis específicos na sua 
fisiologia (3). A BC tem uma composição química idêntica à celulose encontrada nas 
plantas (Figura 3) mas é produzida por bactérias numa forma pura, ou seja, não se 
encontra associada a outras biomoléculas, e possui propriedades que a diferenciam da 
forma vegetal, pelo que se tem sido considerada em aplicações nas quais a celulose 
vegetal não é tão promissora (35,36).  
 
  
Figura 3: Estrutura química da celulose (adaptado de (37)). 
 
A via bioquímica de produção da BC pelas bactérias, anteriormente mencionadas, é 
um processo que envolve vários passos e inclui inúmeras enzimas e complexos de 
proteínas catalíticas e reguladoras (34). A celulose pode ser produzida diretamente a 
partir da glucose (Glc) ou a partir de metabolitos de outras vias, como o ciclo de Krebs, 
gluconeogénese e via das pentoses de fosfato (Figura 4). A Glc é transformada em 
glucose-6-fosfato (G6P), um processo mediado pela hexocinase. Esta é convertida em 
glucose-1-fosfato (G1P), através da ação da fosfoglucomutase, que seguidamente é 
transformada em uridina difosfato glucose (UDP-Glc) (34). O último passo desta via é a 
transformação da UDP-Glc em celulose pela ação da celulose sintase.  
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Figura 4: Via bioquímica de síntese de celulose bacteriana; GK (hexocinase), PGM 
(fosfoglucomutase), UGP (pirofosforilase de uridina difosfato glucose) e CS (celulose sintase) 
são as enzimas envolvidas no processo (adaptado de (34)). 
A BC é constituída por uma rede tridimensional de nanofibras de celulose (Figura 
5), com diâmetros inferiores a 100 nm e cerca de 100 μm de comprimento, formadas 
pela associação das cadeias de celulose que são expelidas para o exterior da célula 
(36,38). Devido às dimensões à escala nanométrica, a celulose bacteriana é 
normalmente referida como nanocelulose bacteriana. A BC é produzida, geralmente, em 
meio de cultura Hestrin-Schramm, na forma de uma película gelatinosa que toma a 
forma do recipiente onde estão presentes as bactérias (cultura estacionária), sendo assim 
altamente conformável, ou então pode ainda ser produzida em cultura agitada, formando 
grânulos irregulares (Figura 5) (3,38).  
 
 
Figura 5: Celulose bacteriana produzida em cultura estática (a) e em cultura agitada (b) e 
imagem SEM da rede 3D formada pelas nanofibras de BC (c) (38). 
 
 
A celulose é um polímero semicristalino, que na sua forma nativa possui 
polimorfismo I com dois alomorfismos, Iα e Iβ. O rácio Iα/Iβ varia conforme a fonte 
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biológica, sendo maior para a BC, que é mais rica no alomorfismo Iα, conferindo-lhe 
uma elevada cristalinidade (cerca de 80 a 90%, em trabalhos de Huang et al. (39), 
enquanto a celulose vegetal apresenta valores entre os 40 a 60%) (40,41). O grau de 
cristalização da BC também depende do método de produção, sendo menor nas culturas 
agitadas do que nas culturas estáticas.  
A BC possui elevada resistência à tração e módulo de Young, um parâmetro que 
mede a rigidez de um material sólido, que se deve às fortes ligações de hidrogénio 
interfibrilares e elevada cristalinidade (3). Este último parâmetro varia com a 
metodologia escolhida para a produção da BC, já que utilizando culturas agitadas a 
celulose possui uma forma mais desordenada, que se traduz num módulo de Young 
ligeiramente mais baixo. A celulose bacteriana embora seja insolúvel em água, tendo 
em conta a sua estrutura 3D, possui uma área superficial muito elevada, podendo 
absorver cerca de 200 vezes o seu peso seco em água devido às interações de hidrogénio 
estabelecidas entre a BC e as moléculas de água (3). De facto, a BC é produzida na 
forma de um hidrogel com cerca de 99% de água. 
As propriedades únicas da BC fazem dela um material promissor com enormes 
potencialidades de aplicação, que serão discutidas no subtópico seguinte. 
 
2.2.2. Aplicações da nanocelulose bacteriana 
Acredita-se que a BC se pode tornar um dos mais importantes produtos de 
biotecnologia já que, considerando as suas propriedades únicas, pode ser aplicada em 
diversas áreas (42). Nomeadamente, a BC tem sido explorada em áreas como a indústria 
alimentar, indústria de papel, fabrico de componentes de áudio, cosmética e 
biomedicina (Figura 6).  
Na indústria alimentar a BC é utilizada como estabilizador, gelificante e espessante 
em molhos, sobremesas e lacticínios (3,4). Contudo, a aplicação mais conhecida da BC 
na área alimentar é na preparação de uma sobremesa tradicional filipina, a ‘nata de 
coco’, obtida a partir da fermentação de bactérias produtoras de BC na presença de água 
de coco.  
Na indústria papeleira a BC pode ser utilizada como aditivo para a obtenção de pasta 
de papel mais resistente e durável, tendo sido também considerada como uma possível 
matéria-prima a utilizar na produção de papel eletrónico, uma tecnologia que 
futuramente poderá ser a base de livros e jornais digitais e papéis de parede dinâmicos 
(3,43). A celulose bacteriana também se pode aplicar no fabrico de diafragmas para 
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auscultadores e outros componentes de sistemas de som, já que produz a mesma 
velocidade de som que um diafragma de alumínio ou titânio e clareza obtida com 
diafragmas de papel, e possui maior durabilidade, relativamente aos diafragmas de 
papel (43,44).  
A celulose bacteriana tem também aplicações na indústria de cosmética 
nomeadamente como máscaras para pele seca, e como agente reológico natural em 
esfoliantes naturais e géis de limpeza (45,46).  
 
 
Figura 6: Aplicações da celulose bacteriana - produção de ‘nata de coco’ (a), de diafragmas 
de sistemas sonoros (b) e de máscaras para a pele (c) (44,45).  
Contudo, é na área biomédica que a BC encontra maior potencial, nomeadamente no 
tratamento de feridas, no fabrico de pele artificial e na substituição de vasos sanguíneos 
e nervos (34,36). Sendo um material altamente poroso, a BC permite ainda a potencial 
incorporação de fármacos como a lidocaína e o ibuprofeno, tendo sido estudada a sua 
aplicabilidade em sistemas de libertação transdérmica controlada de fármacos 
(34,47,48). 
Diversos estudos têm demostrado as vantagens no uso de membranas de BC no 
tratamento de feridas, em detrimento dos pensos convencionais, já que estas reduzem a 
dor local, aceleram o processo de reepitelização, reduzem as taxas de infeção e a 
formação de cicatrizes (35,49,50). A sua porosidade permite que esta atue como uma 
barreira física, protegendo o ferimento, e a sua elevada capacidade retenção de água 
permite a criação de um ambiente húmido para a regeneração correta dos tecidos (51). 
Uma vez que são altamente conformáveis permitem adaptar-se ao local lesado com 
alguma facilidade e a sua semi-transparência possibilita o acompanhamento do processo 
com um menor número de substituições do curativo (27). A BC é ainda biocompatível e 
não tóxica, e a sua estrutura tridimensional é semelhante a componentes da matriz 
extracelular, como é o caso do colagénio (36,38).  
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Apesar de possuírem características atrativas para a cicatrização de lesões, as 
membranas de BC possuem algumas limitações como carência de propriedades 
antimicrobianas e falta de transparência ótica, se a membrana possuir uma espessura 
elevada (4). No entanto, estas limitações podem ser ultrapassadas recorrendo a 
modificações químicas das membranas, ou por combinação com outros materiais.  
 
2.2.3. Modificação das propriedades das membranas de nanocelulose 
bacteriana 
A modificação de polímeros naturais, como é o caso da BC, é uma estratégia muito 
utilizada para o desenvolvimento de novos materiais renováveis que apresentem 
características não existentes no material original, podendo ser aplicados em diversas 
áreas (48). Estas modificações podem ocorrer na superfície das fibras, alterando 
características físico-químicas, como a capacidade de retenção de água, que melhora 
propriedades como a adesão celular das membranas, recorrendo a tratamentos com 
soluções acídicas (H2SO4) ou alcalinas (NaOH), por exemplo (41,48,52,53).  
Outra forma de modificação da celulose bacteriana é a incorporação de outros 
compostos, como é o caso de nanopartículas metálicas, como a prata, que conferem um 
carácter antimicrobiano às membranas, ou de polissacarídeos, formando compósitos 
(48,52). Os polissacarídeos podem apresentar diferentes funções como armazenamento 
(amido, glicogénio) e suporte (celulose, quitina), podendo ainda desempenhar papéis 
benéficos na saúde humana, já que participam em diversos processos biológicos. A 
atividade biológica dos polissacarídeos é influenciada pelas suas estruturas química e 
molecular e encontra-se, também, dependente da sua origem (54).  
Uma vez que cerca de 70% da superfície da Terra se encontra coberta por água, o 
que corresponde a cerca de 90% da biosfera, tem-se verificado, ao longo das últimas 
décadas, uma tendência crescente para explorar os recursos marinhos do planeta, 
procurando novas fontes de compostos bioativos (55). Os organismos marinhos 
representam, assim, uma potencial fonte de compostos de baixo peso molecular e 
macromoléculas, como é o caso de polissacarídeos como a quitina e o alginato, com 
elevado potencial biotecnológico, que têm sido explorados sobretudo nas indústrias 
alimentar, cosmética e farmacêutica. 
A quitina, que pode ser encontrada no exosqueleto de crustáceos (caranguejos e 
camarões), é um polissacarídeo constituído por unidades de N-acetilglucosamina (55). 
A partir da desacetilação parcial da quitina, com soluções alcalinas (p.ex., soluções de 
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hidróxido de potássio), pode-se obter um outro polissacarídeo, o quitosano, constituído 
por unidades aleatórias de glucosamina e N-acetilglucosamina, unidas por ligações β-
(1,4), que podem interagir com outras moléculas biológicas. Por exemplo, as nanofibras 
de quitina possuem propriedades protetoras da pele, já que reduzem os níveis de TGF-β 
e estimulam a libertação de citocinas pelos macrófagos (55). Também o quitosano, que 
pode ser utilizado na forma de cápsulas, hidrogéis, nanofibras e nanopartículas, possui 
propriedades desejáveis na regeneração de pele já que, além de possuir atividade 
antioxidante e antimicrobiana, estimula a produção de fibroblastos e inibe a ação das 
MMPs, acelerando assim o processo de regeneração, como verificado por Lin et al. (56) 
e Dragostin et al. (57) no tratamento de feridas em ratinhos (Figura 7) (28,58,59). 
Assim, este polissacarídeo pode ser incorporado em membranas de BC para regeneração 
da pele, originando biomateriais compatíveis, biodegradáveis e não tóxicos. Estas 
membranas podem ainda incluir substâncias inorgânicas como o óxido de zinco (ZnO) 
que aumenta a atividade antibacteriana do penso e a capacidade de regeneração da pele, 
como demonstrado, por exemplo, nos trabalhos de Lu et al. (60).  
 
Figura 7: Efeito da adição de quitosano na propagação de fibroblastos de ratinhos após 
incubação durante 24h, 48h e 72h. É possível verificar um maior crescimento celular nas 
culturas em que foi utilizado o quitosano, relativamente ao controlo (57). 
O alginato é um polissacarídeo linear, constituído por monómeros de ácido β-D-
manurónico (M) e de ácido α-L-glucurónico (G) ligados entre os carbonos 1 e 4, que 
pode ser encontrado na parede celular de algas castanhas, conferindo-lhes flexibilidade 
(61). Estes monómeros, presentes usualmente na proporção 1:1, podem formar 
segmentos homogéneos (blocos MM ou GG) ou segmentos mistos (blocos MG ou GM). 
Para extrair o alginato, a alga é moída e agitada numa solução quente básica, geralmente 
carbonato de sódio (61). A solução viscosa que se forma é de seguida filtrada e diluída 
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com uma grande quantidade de água, seguida de nova filtração. O passo seguinte é a 
precipitação do alginato a partir da solução filtrada, quer como ácido algínico quer 
como alginato de cálcio, utilizando HCl e CaCl2, respetivamente (61).  
O alginato possui uma variedade de aplicações nas indústrias alimentar e cosmética, 
devido às suas propriedades estabilizantes, espessantes e gelificantes, e na área 
biomédica, uma vez que possui elevada atividade antioxidante e é capaz de formar 
filmes ou hidrogéis na presença de catiões divalentes, podendo ser utilizado como 
material em curativos de feridas, libertação de fármacos e engenharia de tecidos (55,62). 
Este polissacarídeo tem sido também incorporado em membranas de BC com algum 
sucesso, produzindo hidrogéis não tóxicos e biocompatíveis que protegem o ferimento 
(63), uma vez que, estes compósitos possuem maior espessura e poros de menor 
dimensão, comparativamente às membranas constituídas unicamente por BC (Figura 8) 
(48). Estas membranas estimulam ainda a proliferação celular, aumentando os níveis de 
citocinas libertadas pelos macrófagos (IL-6 e TNF-α) (48,51,58). 
 
Figura 8: Imagens SEM da aplicação de compósitos de BC e alginato na estimulação do 
crescimento de culturas de fibroblastos de gengiva humana (a) e comparação da superfície de 
membranas de BC (b) e BC-alginato (c) (adaptado de (62,63)). 
As algas marinhas são, assim, uma boa fonte de polissacarídeos já que, dependendo 
da espécie, estes representam cerca de 30 a 70% do seu peso seco (61). Para além do 
alginato acima mencionado existem outros polissacarídeos, como o fucoidano, que 
estão também presentes em quantidades significativas em algas marinhas e que 
apresentam propriedades interessantes.  
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2.3. Fucoidano 
 
2.3.1. Caracterização do fucoidano 
O fucoidano (Figura 9) é um polissacarídeo sulfatado presente, em quantidade 
significativa (cerca de 9 a 22% do peso seco), na parede celular de várias espécies de 
algas castanhas, como as algas das famílias Fucaceae e Laminariales (61,64,65). O 
fucoidano é um polímero heterogéneo constituído maioritariamente por L-fucose e 
unidades de fucose sulfatadas, sendo a composição variável consoante a espécie 
considerada. Contudo, outros monossacarídeos (manose, galactose, glucose e xilose) e 
ácidos urónicos são também encontrados, o que tornam a estrutura do fucoidano 
bastante complexa, sendo as ligações entre os resíduos do tipo (1→3) ou ligações 
alternadas (1→3) (1→4), embora também tenham sido descritas, na literatura, estruturas 
de fucoidano com ligações (1→2) (66). Os grupos sulfato encontram-se, 
maioritariamente, nas posições C-2 e/ou C-3/ C-4 da fucose.  
 
Figura 9: Estrutura de um fucoidano existente em algas Fucaceae (adaptado de (6)). 
 
Tendo em conta a sua variação estrutural, atualmente, o peso molecular (MW) do 
fucoidano ainda não é um dado consensual, já que este varia com a espécie de alga e o 
método de extração utilizados (61). Além disso, o fucoidano é muitas vezes considerado 
como uma mistura de várias estruturas com diferentes MW, o que dificulta a sua 
determinação exata. Alguns investigadores assumem 100 kDa como o MW médio para 
o fucoidano, embora existam estudos que indicam valores médios mais elevados (1600 
kDa) (61). Alguns trabalhos demonstram que o uso de fucoidano de baixo peso 
molecular (LMWF), encontrado naturalmente nas algas ou obtido por despolimerização 
de cadeias de fucoidano de MW mais elevado, permite uma amplificação da atividade 
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biológica do polímero, aumentando assim o interesse no estudo das possíveis aplicações 
do LMWF (67).  
2.3.2. Metodologias de extração 
O fucoidano é normalmente extraído de algas secas e maceradas, de forma a obter 
um melhor rácio área superficial/volume (68). Uma vez que o fucoidano representa 
cerca de 9-22% da composição das algas torna-se vantajoso realizar um pré-tratamento, 
para remover outros componentes. Neste pré-tratamento é normalmente utilizada uma 
mistura de metanol/clorofórmio/água (4:2:1 v/v, por exemplo) que remove lípidos, 
terpenos e fenóis, evitando a sua co-extração nos passos seguintes e consequente 
contaminação dos extratos de fucoidano (68).  
A extração do fucoidano envolve o tratamento das algas com soluções acídicas 
quentes (70-100ºC) durante várias horas, podendo-se ajustar o pH (2-2,5) para aumentar 
o rendimento da extração (68,69). A extração acídica é então repetida, e o pH das 
frações obtidas neutralizado, por exemplo, com hidróxido de sódio (NaOH)(68). 
Posteriormente, pode ser adicionado cloreto de cálcio (CaCl2) para precipitar o alginato, 
aumentando assim o rendimento da extração, embora o uso de soluções acídicas quentes 
também provoque, em parte, a precipitação deste polissacarídeo. Esta etapa é muitas 
vezes seguida de precipitação do fucoidano da solução anterior, diluída em água, usando 
etanol, que remove sais e outras pequenas moléculas que se possam ter ligado ao 
polissacarídeo de interesse. 
Durante os últimos anos têm surgido novos procedimentos de extração de 
compostos bioativos de algas marinhas, como é o caso do fucoidano (69). A extração 
assistida por enzimas (EAE), extração assistida por microondas (MAE) e a extração 
assistida por ultrassons (UAE) são exemplos destas metodologias.  
Na EAE é utilizada uma mistura de enzimas que catalisam a degradação da parede 
celular das algas, permitindo a extração do fucoidano em condições moderadas, que 
conservam a sua atividade biológica (68,70). Recorrendo a enzimas utilizadas na 
indústria alimentar, como a α-amilase e celulase, o custo do processo é diminuído, 
tornando-o económico, comparativamente a outros métodos de extração e, uma vez que 
esta técnica reduz a quantidade de solventes utilizada, pode-se considerar 
ambientalmente favorável. Para obter rendimentos elevados de extração é necessário ter 
em atenção os valores de temperatura e pH ideais das enzimas utilizadas (69). Após 
incubação na mistura enzimática adequada procede-se à inativação das mesmas, 
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centrifugação e ajuste do pH, obtendo-se extratos com atividade biológica elevada, já 
que esta técnica origina, normalmente, polissacarídeos com MW mais baixo (70). 
Na técnica de MAE são utilizadas microondas que induzem a vibração de moléculas 
de água na alga, aumentando a sua temperatura interna, resultando na evaporação da 
água, e aumento da pressão nas paredes celulares (69,71). As paredes cedem então, 
libertando para o meio o seu conteúdo intracelular, facilitando a recuperação dos 
compostos desejados. Esta técnica pode ser realizada em vasos abertos ou fechados, 
dependendo se a reação se dá à pressão ambiente ou a pressões mais elevadas, 
respetivamente, (71). A extração de fucoidano recorrendo a MAE foi reportada pela 
primeira vez por Rodriguez – Jasso et al. (72), tendo-se obtido rendimentos elevados 
com tempos de extração reduzidos, utilizando o programa de digestão mais eficiente (1g 
alga para 25 mL água, a 120 psi, durante 1 min). Após digestão da alga é necessário 
utilizar uma solução de cloreto de cálcio (CaCl2) para precipitar o alginato, seguida de 
centrifugação e adição de etanol para precipitar o fucoidano (71–73). Este método 
mostra ser vantajoso já que permite reduzir a quantidade de solvente utilizada e 
melhorar a eficiência do processo, utilizando tempos de extração curtos quando 
comparado à metodologia tradicional, embora os efeitos das microondas na estrutura e 
atividade biológica do fucoidano sejam ainda desconhecidos. 
Na UAE, ondas sonoras de elevada frequência (superior a 20 kHz) são aplicadas ao 
material (recorrendo a uma sonda ou a um banho de ultrassons) e, quando a pressão 
exercida excede a resistência à tração do líquido, formam-se bolhas que colapsam 
(cavitação) (69). A cavitação das bolhas transforma as ondas sonoras em energia 
mecânica que perturba a estrutura celular, facilitando a saída de compostos de interesse, 
como é o caso do fucoidano e outros compostos bioativos (68). Esta metodologia de 
extração é simples e eficiente e, uma vez que opera a temperaturas baixas, é uma boa 
opção para a extração de compostos termolábeis (69).  
Estas novas metodologias podem ser exploradas para a extração de fucoidano e 
outros compostos bioativos presentes nas algas permitindo que, com o aperfeiçoamento 
dos protocolos utilizados, seja possível reduzir os custos de recuperação destes 
compostos e o impacto ambiental das metodologias tradicionais até agora utilizadas.  
 
2.3.3. Propriedades do fucoidano e sua aplicação 
O fucoidano possui várias propriedades biológicas interessantes, devido à presença e 
posição dos grupos sulfato na sua cadeia polissacarídica, sendo estas determinadas por 
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algumas características como o grau de sulfatação e o MW do composto (6). Assim, 
fucoidanos com diferentes composições e estruturas possuem diferentes propriedades 
biológicas e, consequentemente, diferentes aplicações. 
Uma das propriedades do fucoidano mais estudadas é a atividade anticoagulante, ou 
seja, o impedimento da formação de coágulos (74). Vários estudos demonstraram que 
esta atividade pode estar relacionada com a quantidade de sulfato presente, já que 
fucoidanos com teor elevado destes grupos apresentam elevados efeitos anticoagulantes 
(66). A posição dos resíduos de sulfato também aparenta ser relevante, sendo os 
resíduos dissulfatados nas posições C2 e C3 os mais característicos em fucoidanos com 
esta atividade. Tipicamente, fucoidanos com maior MW apresentam maior atividade 
anticoagulante, já que cadeias mais longas e com conformação mais estável são 
necessárias para atuar no mecanismo de anti-coagulação (6,66). A nível molecular o 
fucoidano interage com fatores de coagulação, impedindo a formação de trombina e 
consequente deposição do coágulo de fibrina. O fucoidano tem sido considerado como 
uma alternativa a medicamentos anticoagulantes não naturais, como é o caso da 
heparina, já que detém elevada atividade anti-trombótica com um menor risco de 
hemorragia (66).  
Outra propriedade interessante do fucoidano é a sua atividade antiviral, quer in vitro 
ou in vivo, mostrando este uma citotoxicidade inferior a alguns fármacos antivirais 
atualmente utilizados (66,75). O fucoidano atua por inibição da replicação de alguns 
vírus de DNA ou RNA, como o vírus da imunodeficiência humana (HIV). A presença 
de grupos sulfato, particularmente os presentes nas posições C4, aparenta ser a causa 
desta atividade antiviral, embora o seu envolvimento na interrupção do mecanismo de 
replicação viral não esteja ainda bem documentado (66). Assim, uma possível aplicação 
do fucoidano a nível biomédico seria o seu uso como antiviral, quer através da sua 
incorporação em biomateriais quer por administração direta, embora nenhuma destas 
práticas esteja atualmente aprovada por entidades reguladoras de saúde (76). 
Ao longo dos últimos anos vários autores têm reportado atividades antitumorais e 
anti-proliferativas do fucoidano quando aplicado em células de cancro do cólon, 
próstata, mama, fígado e linfomas, embora o seu mecanismo de atuação ainda não esteja 
devidamente esclarecido (77–81). De acordo com estes estudos, o fucoidano promove a 
apoptose de células cancerígenas por supressão das vias de proteína cinases ativadas por 
mitogénio (MAPK) e PI3K/Akt/mTOR, que são responsáveis pela modulação de várias 
vias de sinalização, crescimento e subsistência celular, e que se encontram hiperativas 
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em células tumorais. Assim, o fucoidano mostra-se como um regulador negativo destas 
vias de sinalização, diminuindo a expressão de vários marcadores associados com o 
desenvolvimento tumoral, como é o caso de MMPs, VEGF e o fator nuclear kappa B 
(NF-κB) (76). Apesar da sua atividade antitumoral, o uso de fucoidano como substituto 
das terapias já existentes não aparenta ser viável podendo este, no entanto, ser utilizado 
como tratamento auxiliar, já que se pensa que o fucoidano também poderá ser benéfico 
na redução dos efeitos secundários das metodologias tradicionais, como é o caso da 
quimioterapia.  
Para além das propriedades antitumorais e anti-proliferativas, o fucoidano possui a 
capacidade de melhorar a atividade imunomodulatória do organismo, através da 
ativação de células envolvidas na defesa contra corpos estranhos (linfócitos e 
macrófagos), e consequente expressão de moléculas como citocinas e quimiocinas (74). 
Esta propriedade pode contribuir para a eficácia no tratamento do cancro, por exemplo, 
através do uso do fucoidano como imunoterapia de ativação, aumentando a capacidade 
de defesa do organismo e destruição de células tumorais.  
Por fim, num estudo de Kang et al. (82), foi avaliado o efeito de polissacarídeos 
sulfatados de Ecklonia cava na atividade anti-inflamatória de células RAW 264.7 
estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS), tendo-se verificado que os polissacarídeos 
utilizados inibiram o efeito do LPS na expressão da óxido nítrico sintase induzível 
(iNOS) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) e, consequentemente, na produção de óxido 
nítrico (NO) e prostaglandina E2 (PGE2) (74,82). Resultados similares foram obtidos na 
aplicação de fucoidano de E. cava ao modelo in vivo peixe-zebra estimulado com LPS, 
tendo este polissacarídeo diminuído a síntese de ROS e NO, verificando o seu efeito 
anti-inflamatório (Figura 10) (83). Ao diminuir a expressão destas moléculas envolvidas 
no processo inflamatório, o fucoidano pode surgir então como um possível agente a 
aplicar no tratamento de doenças inflamatórias caracterizadas pela degradação 
descontrolada de componentes da matriz extracelular, como é o caso da artrite 
reumatóide e de feridas que apresentem complicações na cicatrização (76).  
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Figura 10: Ação anti-inflamatória do fucoidano, por diminuição da produção de ROS e NO 
em embriões do modelo peixe-zebra estimulados com LPS, relativamente ao controlo (células 
sem LPS e fucoidano) (adaptado de (83)). 
 
2.3.4. Fucoidano e o mecanismo de reparação da pele 
A combinação das propriedades referidas anteriormente sugere que os 
polissacarídeos sulfatados provenientes de algas marinhas podem ser considerados para 
aplicação no tratamento de feridas e regeneração da pele (76). Ao inibir a expressão da 
iNOS, o fucoidano reduz a inflamação no local lesado, evitando complicações e 
diminuindo o tempo de cicatrização (83). A atividade imunomodulatória pode auxiliar 
também a cicatrização de feridas na pele, uma vez que estimula a ação de macrófagos e 
leucócitos envolvidos no mecanismo, acelerando o processo regenerativo (74). Ao 
aumentar a velocidade de associação das MMPs aos seus inibidores o fucoidano surge 
ainda como um modelador da degradação tecidual, podendo desempenhar um papel 
importante na fase de remodelação (84,85).  
Apesar de possuir atividade anticoagulante, esta não foi verificada aquando a 
administração de fucoidano até 1350 mg/kg PC/dia a ratos, num período de quatro 
semanas, pelo que o seu uso não apresenta efeitos adversos no que diz respeito a 
excesso de hemorragias (86). O mesmo estudo demonstrou que, até à dose 
anteriormente indicada, o fucoidano não apresentava efeitos tóxicos para o organismo. 
Além disso, uma vez que a formação do coágulo de fibrina acontece nos minutos após a 
ocorrência da lesão, a aplicação de fucoidano no local lesado não interfere com esta 
etapa.  
Assim, o fucoidano pode ser utilizado como promotor da regeneração tecidual, 
aplicado, por exemplo, em curativos fabricados a partir de polímeros naturais, como é o 
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caso da celulose bacteriana. O fucoidano já foi aplicado como aditivo na preparação de 
hidrogéis de quitosano e alginato e, apesar destes hidrogéis não terem sido 
caracterizados, foi verificado que a adição deste polissacarídeo estimulou o processo de 
regeneração em feridas de difícil cicatrização, em ratos (87). No entanto, não foi 
relatado o uso exclusivo de fucoidano no tratamento de feridas, nem na preparação de 
compósitos.   
Este trabalho tem, assim, como objetivo a extração e incorporação de fucoidano em 
membranas de BC, sua caracterização e avaliação de parâmetros biológicos no processo 
de regeneração tecidual em feridas agudas.  
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3. Procedimento experimental 
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Neste capítulo são descritos os principais materiais utilizados neste trabalho, assim 
como os protocolos de extração do fucoidano, preparação e caracterização das 
membranas compósitas de BC desenvolvidas. 
 
3.1. Materiais  
 
Neste trabalho foram utilizados, como recebidos, glucose (96%, Sigma-Aldrich) 
extrato de levedura (Himedia), peptona (Himedia) e ácido cítrico anidro (99,6%, Acros 
Organics). Foram ainda utilizados cloreto de cálcio di-hidratado (para análise, Riedel-
de-Haën), glicerol (99,5%, Sigma-Aldrich) e o radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo 
(DPPH) (Sigma-Aldrich). Etanol absoluto anidro (para análise, Carlo Erba), metanol 
(para análise, Chem-Lab) e clorofórmio (99,8%, Fisher Chemicals) foram também 
utilizados como recebidos. 
 
3.2. Produção de membranas de nanocelulose bacteriana  
 
As membranas de BC foram produzidas segundo o protocolo descrito por Trovatti et 
al. (88) utilizando a estirpe Gluconacetobacter sacchari em meio de cultura Hestrin-
Schramm (HS), contendo 20 g.L-1 de glucose, 5 g.L-1 de peptona, 5 g.L-1 de extrato de 
levedura, 2,7 g.L-1 de Na2HPO4 e 1,15 g.L
-1 de ácido cítrico, e incubada durante 3 a 5 
dias a 30ºC, em condições estáticas. Posteriormente, as membranas foram retiradas, 
lavadas (2 a 3 vezes) com NaOH 0,5 M, a 80-90ºC, durante 30 min e finalmente lavadas 
com água destilada. O branqueamento das membranas foi efetuado com hipoclorito de 
sódio a 1%, à temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas com água destilada 
até desaparecimento do cheiro característico. Finalmente, as membranas foram 
armazenadas em água destilada com ácido acético a 1%, a 4ºC, até posterior uso.  
 
3.3. Extração do fucoidano  
 
As amostras de Fucus vesiculosus foram recolhidas em janeiro de 2014 de uma 
população natural em crescimento nos canais de um viveiro de peixes e algas, situado 
na ria de Aveiro, Portugal. Após recolha, as algas foram sujeitas a um processo de 
lavagem, utilizando água corrente, para remover sujidade que estas pudessem conter. De 
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seguida, foram secas na estufa a 40ºC, até peso constante, moídas num moinho de café 
Moulinex E211751, e armazenadas num recipiente de plástico fechado à temperatura 
ambiente.  
O procedimento de extração do fucoidano da alga Fucus vesiculosus, utilizada neste 
trabalho, foi adaptado do protocolo referido nos trabalhos de Rodriguez-Jasso et al. 
(84). Num tubo de vidro foi adicionado o resíduo de alga e água destilada (1:25) e esta 
mistura foi colocada num microondas Monowave 300, a 172ºC durante 1 min. 
Posteriormente, a mistura foi colocada num banho de gelo para arrefecimento. Depois, 
realizou-se uma centrifugação a 4000 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi retirado, 
com um auxílio de uma pipeta de Pasteur, para um Erlenmeyer.  
Ao sobrenadante adicionou-se 60 mL de uma solução de CaCl2 a 1% (m/m) e 
deixou-se a repousar a 4ºC durante a noite, de forma a precipitar o alginato, um dos 
principais polissacarídeos presentes nas algas. De seguida, efetuou-se uma filtração, sob 
vácuo, de forma a separar o alginato precipitado da restante mistura, adicionando, 
posteriormente, etanol (quádruplo do volume inicial) e deixando a mistura repousar a 
4ºC durante 8h, para que ocorresse a precipitação do fucoidano. A mistura obtida foi 
centrifugada (5000 rpm, 20 min, 4ºC) e o sobrenadante descartado. Finalmente, o 
fucoidano (Fuc) foi seco a 40ºC, moído e armazenado à temperatura ambiente.   
Posteriormente, por forma a reduzir as possíveis contaminações do fucoidano 
extraído com outros componentes da alga, realizou-se um pré-tratamento a uma parte da 
alga lavada e moída utilizando, por cada grama de alga, 20 mL de uma mistura de 
clorofórmio e metanol (2:1 v/v) num gobelé em agitação magnética durante 20 min. De 
seguida, foi realizada uma centrifugação a 2500 rpm, durante 20 min, à temperatura 
ambiente e descartado o sobrenadante. O resíduo foi colocado numa estufa a 40ºC e 
moído com o auxílio de um almofariz, tendo sido armazenado à temperatura ambiente. 
Este resíduo foi sujeito ao protocolo de extração acima descrito, adaptado do referido 
trabalho de Rodriguez-Jasso et al. (84). O fucoidano extraído da alga pré-tratada foi 
então designado de Fuc_PT.  
As percentagens de extração de fucoidano foram calculadas, após quatro extrações 
em triplicado, usando a seguinte fórmula,  
 
% 𝐹𝑢𝑐 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑑𝑜 =
𝑚 (𝐹𝑢𝑐)
𝑚 (𝐹𝑉)
× 100 , 
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em que m (Fuc) se refere à massa, em gramas, de fucoidano seco a 40ºC obtido no 
último passo de extração e m (FV) à massa, em gramas, da alga Fucus vesiculosus 
pesada para extração por microondas.  
 
3.4. Caracterização do fucoidano extraído de Fucus vesiculosus 
 
Os fucoidanos extraídos da alga F. vesiculosus, Fuc e Fuc_PT foram caracterizados 
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier acoplada à reflexão 
total atenuada (FTIR-ATR). Os espetros de FTIR-ATR foram adquiridos usando um 
espetrofotómetro FT-IR Spectrum BX da Perkin Elmer equipado com uma única célula 
horizontal ATR Golden Gate. Foram adquiridos trinta e dois scans na gama dos 
4000−600 cm−1, com resolução de 4 cm−1. 
O fucoidano Fuc_PT foi ainda sujeito a análise termogravimétrica (TGA) usando 
um analisador Shimadzu TGA 50 equipado com uma célula de platina. A amostra foi 
aquecida em intervalos de 10°C.min-1, desde os 20 até aos 800°C. 
 
3.5. Incorporação do fucoidano nas membranas de 
nanocelulose bacteriana 
 
Membranas de BC e fucoidano foram preparadas, com e sem adição de glicerol, 
utilizando membranas de BC (com 7 cm de diâmetro) em que foi retirado cerca de 60% 
do seu peso em água, através de imersão em soluções de fucoidano a 15%, 
relativamente à massa de nanocelulose bacteriana na membrana, e fucoidano a 15% e 
glicerol 5% (relativamente ao volume total de solução), como indicado na Tabela 1, até 
absorção completa à temperatura ambiente. As membranas foram colocadas na estufa, a 
40ºC, durante a noite, sendo armazenadas num exsicador até posterior uso.  
Tabela 1: Composição das membranas BC/Fuc15 e BC/Glic/Fuc15. %a percentagem em 
relação à massa de BC na membrana e %b percentagem relativamente ao volume de solução.  
 
Membranas 
Fucoidano  Glicerol  
(%a) mg.mL-1 (%b) mg.mL-1 
BC/Fuc15 15 3,73 - - 
BC/Glic/Fuc15 15 3,50 5 63 
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Foi efetuado um ensaio preliminar de saída de fucoidano da membrana 
BC/Glic/Fuc15 na qual um fragmento de membrana seca foi retirado, pesado e colocado 
num porta-amostras fechado com 25 mL de água destilada, durante 3-4 dias. Após esse 
tempo de imersão o pedaço de membrana foi colocado a secar numa estufa, a 40ºC, e 
posteriormente pesado. A percentagem de fucoidano removida da membrana foi 
calculada segundo a seguinte fórmula:  
 
𝐹𝑢𝑐𝑜𝑖𝑑𝑎𝑛𝑜 𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑑𝑜 =  
𝑚 (𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎 𝑐𝑜𝑚 𝑓𝑢𝑐𝑜𝑖𝑑𝑎𝑛𝑜) − 𝑚 (𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎 𝑎𝑝ó𝑠 𝑖𝑚𝑒𝑟𝑠ã𝑜)
𝑚 (𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎 𝑐𝑜𝑚 𝑓𝑢𝑐𝑜𝑖𝑑𝑎𝑛𝑜)
×100 
 
 
Após este ensaio preliminar foram preparadas as membranas finais de BC e 
fucoidano, segundo o procedimento descrito anteriormente, com diferentes quantidades 
de fucoidano e glicerol, conforme indicado na Tabela 2. As membranas de BC foram 
imersas, à temperatura ambiente, até à absorção completa da solução e colocadas na 
estufa, a 40ºC, durante a noite. As membranas secas foram armazenadas num exsicador 
até posterior uso.  
Tabela 2: Composição das membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc. %a percentagem em 
relação à massa de BC na membrana e %b percentagem relativamente ao volume de solução.  
 
Membranas 
Fucoidano  Glicerol  
(%a) mg.mL-1 (%b) mg.mL-1 
BC - - - - 
BC/Glic - - 5 63 
BC/Glic/Fuc5 5 1,26 5 63 
BC/Glic/Fuc10 10 2,49 5 63 
BC/Glic/Fuc15 15 3,50 5 63 
 
 
3.6. Caracterização das membranas de BC-fucoidano 
 
Todas as membranas desenvolvidas neste trabalho foram caracterizadas utilizando 
espetroscopia de UV-vis, espetroscopia de infravermelho (FTIR-ATR), microscopia 
eletrónica de varrimento (SEM), ensaios mecânicos, análise termogravimétrica (TGA) e 
absorção de água. Os resultados foram sujeitos a análise de variância de fator único 
(ANOVA) para determinar diferenças significativas (p < 0,05) entre valores médios. 
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Os espetros de UV-vis foram adquiridos no intervalo 250-850 nm, recorrendo a um 
espetrofotómetro de UV-vis Jasco V-560, em modo de resposta lenta, com largura de 
banda de 5,0 nm e velocidade de leitura de 100 nm.min-1, utilizando como referência 
uma amostra de sulfato de bário (BaSO4).  
Os espetros de FTIR-ATR foram adquiridos usando um espetrofotómetro FT-IR 
Spectrum BX da Perkin Elmer equipado com uma única célula horizontal ATR Golden 
Gate. Foram adquiridos trinta e dois scans na gama dos 4000−600 cm−1, com resolução 
de 4 cm−1. 
As micrografias de SEM da superfície e corte transversal das membranas 
nanocompósitas de BC foram obtidas com o equipamento SU-70 Hitachi, operado a 4 
kV. As amostras foram previamente depositadas num suporte de aço e recobertas com 
carbono. 
As propriedades mecânicas foram determinadas usando uma máquina de teste 
Instron 5966, em modo de tração, a uma velocidade de 10 mm.min-1, recorrendo a uma 
célula de carga de 500 N. Os espécimes foram recortados em tiras retangulares (50 por 
10 mm2) e equilibrados previamente à temperatura ambiente num exsicador. As 
medições foram efetuadas em quadruplicado para cada membrana e o valor médio foi, 
então, calculado. 
As análises termogravimétricas (TGA) foram efetuadas usando um analisador 
Shimadzu TGA 50 equipado com uma célula de platina. As amostras foram aquecidas 
em intervalos de 10°C.min-1, desde os 20 até aos 800°C. 
A absorção de água das membranas foi determinada por imersão de espécimes com 
1 cm2 em água destilada, à temperatura ambiente, durante 24h. As amostras foram 
retiradas da água aos tempos 0,5, 8 e 24h após imersão e de seguida secas com papel e o 
seu peso húmido medido (Ww). A absorção de água foi calculada como 𝑊(%) =
(𝑊𝑤−𝑊0)
𝑊0
, onde W0 é o peso inicial da amostra seca e Ww o peso húmido da amostra aos 
tempos 0,5, 8 ou 24h após imersão do espécime.  
 
3.7. Avaliação da atividade biológica do extrato de fucoidano 
 
Para determinar a atividade biológica do fucoidano extraído de F. vesiculosus foram 
realizados testes, avaliando parâmetros como a atividade antioxidante, citotoxicidade e 
atividade anti-inflamatória.  
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3.7.1. Avaliação da atividade antioxidante 
A atividade antioxidante foi determinada medindo a capacidade do fucoidano 
neutralizar o radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH). Para a reação foi preparada 
uma solução de fucoidano 5 mg.mL-1 da qual foram retirados diferentes volumes (100, 
150, 200, 400, 500, 600 e 700 µL) para um tubo de vidro e completado o volume até 1 
mL com água destilada. A cada um destes tubos foi adicionado 1,750 mL de metanol e 
250 µL de solução de DPPH, 0,34 mg.mL-1, também preparada em metanol. O controlo 
foi preparado substituindo o volume de amostra por água destilada. As misturas foram 
agitadas e incubadas no escuro, à temperatura ambiente, durante 30 minutos. De 
seguida, foram determinadas as absorvâncias a 517 nm e calculadas as atividades 
antioxidantes para cada amostra, expressas através da percentagem de inibição do 
DPPH, pela seguinte fórmula, em que AA e AC correspondem à absorvância a 517 nm 
da amostra e do controlo, respetivamente:  
𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑜 𝐷𝑃𝑃𝐻 (%) = 1 − (
𝐴𝐴
𝐴𝐶
) × 100 
 
3.7.2. Determinação da viabilidade celular  
Para determinação da viabilidade celular foi utilizada uma linha celular de 
macrófagos de ratinhos leucémicos, RAW 264.7 (American Type Culture Collection: 
TIB-71) em meio de cultura de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado 
com 10% de soro fetal de bovino (FBS), 100 U.mL-1 de penicilina e 100 µg.mL-1 de 
estreptomicina, a 37ºC, em atmosfera humidificada de 95% ar e 5% CO2. As células 
foram inspecionadas para alterações morfológicas por observação por microscópio, e 
realizadas subculturas de dois em dois dias até passagem 25.  
A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de resazurina, em que 5x104 células 
por poço foram expostas a 12,5, 25, 50, 100 e 200 µg.mL-1 de fucoidano, numa placa de 
96 poços, durante 24 horas (89). Duas horas antes do término da exposição foi 
adicionada uma solução de resazurina a cada poço, até concentração final de 50 µM. 
Foram lidas as absorvâncias a 570 e 600 nm num leitor de microplacas Synergy (Biotek) 
e calculada a percentagem de viabilidade celular segundo a seguinte fórmula:  
 
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =
(𝐴570 − 𝐴600)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎  
(𝐴570 − 𝐴600)𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
× 100 
 35 
3.7.3. Determinação da atividade anti-inflamatória 
A produção de óxido nítrico (NO) foi medida pela acumulação de nitrito nos 
sobrenadantes da cultura utilizada anteriormente para avaliação da viabilidade celular, 
usando a reação colorimétrica com reagente de Griess. As células foram plaqueadas 
com uma densidade de 3x105 células por poço, numa placa de 48 poços, estabilizadas 
durante 12 horas e posteriormente expostas a 12,5, 25, 50, 100 e 200 µg.mL-1 de 
fucoidano. Algumas amostras foram preparadas com lipopolissacarídeo (LPS) para 
verificar a forma como a exposição a fucoidano afeta a capacidade de os macrófagos 
responderem a estímulos pro-inflamatórios. Para tal, 1 µg.mL-1 de LPS foi adicionado 
após 1h de exposição ao fucoidano e as células incubadas durante 24h. Para a medição 
de NO, 100 µL de sobrenadantes da cultura foram recolhidos e diluídos com igual 
volume de reagente de Griess (0,1% (m/v) dicloridrato de N-(1-naftil) -etilenodiamina e 
1% (m/v) sulfanilamida, contendo 5% (m/v) H3PO4) durante 30 minutos, no escuro. Foi 
lida a absorvância a 550 nm, usando um espetrofotómetro Synergy HT, e calculada a 
concentração de NO (µM) recorrendo a uma reta de calibração, com equação 
𝐴550 (𝑛𝑚) = 0,0104 [𝑁𝑂] + 0,0397  (𝑟2 = 0,9982).  
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4. Resultados e discussão 
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Este capítulo centra-se na apresentação e discussão dos resultados obtidos ao longo 
deste trabalho, comparando-os, quando possível, com resultados encontrados na 
literatura.  
 
4.1.  Extração do fucoidano de Fucus vesiculosus  
 
A F. vesiculosus é uma alga castanha que se encontra predominantemente no Mar 
Báltico e em zonas costeiras de alguns países europeus, como é o caso de Portugal, ilhas 
do Atlântico e ainda algumas zonas costeiras norte-americanas (90). Esta espécie 
apresenta um elevado teor de fucoidano (9 a 22%, relativamente ao peso seco) quando 
comparada com outras espécies de algas (65). Esta percentagem varia consoante a época 
de colheita, uma vez que na época de abril a setembro as algas estão expostas a uma 
maior quantidade e intensidade de luz solar, e, por conseguinte, a uma maior destruição 
dos componentes celulares por parte dos raios ultravioleta (UV), dando-se, portanto, um 
aumento gradual da composição em polissacarídeos como forma de aumentar a 
estabilidade da parede celular das algas.  
Esta alga foi escolhida para a realização deste trabalho por possuir elevados teores 
de fucoidano e por ser uma alga existente na costa portuguesa, o que facilitou a sua 
colheita. Por outro lado, a seleção e utilização desta alga contribuirá certamente para a 
exploração dos recursos naturais do nosso país.  
Numa primeira fase procedeu-se à extração de fucoidano da alga previamente seca e 
moída utilizando uma metodologia de extração assistida por microondas adaptada do 
protocolo descrito por Rodriguez-Jasso et al. (91). Esta metodologia de extração por 
microondas foi aplicada já que, por um lado, diminui o tempo de digestão da alga 
quando comparada com o método tradicional e, por outro, utiliza cloreto de cálcio, que 
permite extrair fucoidano com teor de fucose mais elevado que a extração enzimática 
(92), aumentando assim o potencial de extração dos polissacarídeos sulfatados.  
Foram obtidas percentagens de extração de fucoidano de F. vesiculosus na gama dos 
4,8 e os 12,9%, com um valor médio de 11,6 ± 4,4%, observando-se alguma 
variabilidade nos valores da quantidade de fucoidano extraído nos vários ensaios, 
relacionadas obviamente com a heterogeneidade da amostra.  
Para além da variabilidade existente nas percentagens de extração do fucoidano da 
alga, através da observação a olho nu do extrato após moagem (Figura 11), verificou-se 
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a presença de partículas de diferentes granulometrias, umas com uma cor mais escura 
que outras, sugerindo a presença de impurezas no fucoidano extraído. Assim, podemos 
inferir que com a digestão estão a ser co-extraídos outros compostos existentes nas 
algas, como é o caso de fenóis e alguns pigmentos fotossintéticos.  
 
Figura 11: Fucoidano extraído utilizando o método de extração assistido por microondas 
(MAE).  
 
Atendendo a estas observações houve necessidade de adaptar a metodologia 
utilizada e, assim, decidiu-se aplicar um passo de pré-tratamento à alga moída, 
utilizando uma mistura de metanol e clorofórmio, de forma a remover alguns destes 
compostos (71). De seguida, foi utilizada a mesma metodologia de extração para o 
extrato de alga pré-tratada (FVT) e calculadas as percentagens de extração, para as 
extrações realizadas, em triplicado.  
Neste caso, foram obtidas percentagens de extração entre os 13,1 e os 16,0%, 
portanto mais similares entre si, contrariamente ao verificado nas extrações onde foi 
usada a alga sem pré-tratamento. Tendo presente a percentagem teórica de fucoidano 
existente nas algas desta espécie (9-22%) verifica-se que estas percentagens de extração 
de FVT se encontram dentro deste intervalo, embora, atendendo à média dos resultados 
obtidos (14,8 ± 1,0%), as percentagens de extração de fucoidano foram inferiores às 
reportadas por Rodriguez-Jasso et al. (91), utilizando a técnica de digestão com recurso 
a microondas (18,2 ± 1,4%) (65,91). Esta diferença nos valores obtidos pode dever-se 
primariamente, ao facto do protocolo de Rodriguez-Jasso et al. (91) não apresentar um 
passo de pré-tratamento da alga colhida, mas também à diferença do local e época de 
recolha da alga, sendo que a usada por Rodriguez-Jasso et al. (91) foi colhida em maio 
na Praia do Norte, Portugal e a utilizada neste trabalho foi colhida em janeiro, na ria de 
Aveiro, Portugal, possuindo então um menor teor de açúcares e, por conseguinte, um 
menor teor de fucoidano passível de ser extraído.  
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Ao comparar, a olho nu, o fucoidano obtido por extração da alga normal (Fuc) e o 
obtido por extração da alga pré-tratada (Fuc_PT) podemos verificar que este último 
apresenta uma granulometria e cor mais homogénea (Figura 12), o que sugere que o 
pré-tratamento com clorofórmio e metanol foi eficaz na remoção de alguns compostos 
presentes em F. vesiculosus que são co-extraídos com o fucoidano.  
 
 
Figura 12: Comparação entre o fucoidano obtido a partir da F. vesiculosus sem (Fuc) e com 
pré-tratamento (Fuc_PT).  
 
 
A espetroscopia de infravermelho é uma técnica importante para comprovar a 
presença de certos grupos funcionais numa molécula a partir do conjunto característico 
de bandas presentes num espetro (93,94). Recorrendo à reflexão total atenuada (ATR), 
uma técnica de amostragem que pode ser acoplada a FTIR, podemos efetuar a análise 
direta de amostras sólidas sem necessidade de preparação prévia, o que é vantajoso para 
a análise não destrutiva das amostras (93,94). Foram adquiridos os espetros de FTIR-
ATR do fucoidano extraído da alga, com e sem pré-tratamento, respetivamente, 
encontrando-se estes representados na Figura 13.  
Pode-se observar um padrão semelhante entre as duas amostras, salientando 
algumas bandas características que permitem classificá-las como polissacarídeos 
sulfatados (fucoidanos). A cerca de 3358 cm-1 observa-se uma banda forte que 
corresponde ao alongamento dos grupos hidroxilos, tipicamente presentes nas unidades 
monoméricas que constituem os fucoidanos (95). Similarmente, por volta de 1594 e 
1416 cm-1 encontram-se as vibrações assimétricas e simétricas, respetivamente, dos 
grupos carboxílico que podem existir em alguns monómeros deste composto, como é o 
caso dos ácidos urónicos. Entre 1260 e 1220 cm-1 surgem as bandas correspondentes 
aos grupos S=O presentes no fucoidano, características dos polissacarídeos sulfatados 
de algas marinhas (72,96). Por volta de 1026 cm-1 observa-se a banda característica das 
Fuc                       Fuc_PT 
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ligações glicosídicas (C‒O‒C) e a banda a cerca de 820 cm-1 é atribuída a substituições 
complexas das unidades 4-sulfato e 6-sulfato nos monossacarídeos (95,97).  
 
 
Figura 13: Espetros de FTIR-ATR do fucoidano extraído de Fucus vesiculosus com e sem 
pré-tratamento (Fuc_PT e Fuc, respetivamente). 
 
 
Apesar de não se verificarem diferenças nos espetros de FTIR-ATR, o fucoidano 
resultante da extração de algas pré-tratadas apresenta ainda uma coloração verde-
acastanhada que indica a presença de alguns pigmentos, como é o caso da fucoxantina, 
responsável pela cor acastanhada das algas desta família (98). Contudo, por aparentar 
ser mais puro, o fucoidano Fuc_PT foi o escolhido para incorporação nas membranas de 
BC.  
 
4.2.  Incorporação de fucoidano proveniente de Fucus vesiculosus 
em membranas de nanocelulose bacteriana 
 
 
Numa primeira abordagem procedeu-se à incorporação de uma solução aquosa de 
fucoidano (15% m/m) numa membrana de BC, deixando-se a membrana nesta solução 
até à sua absorção completa e posteriormente procedeu-se a secagem na estufa. Esta 
abordagem resultou numa membrana (BC/Fuc15) homogénea com uma tonalidade 
acastanhada, característica da coloração do fucoidano extraído (Figura 14), sendo uma 
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primeira indicação da distribuição homogénea do fucoidano na estrutura tridimensional 
da BC.  
  
 
Figura 14: Comparação entre a membrana de nanocelulose bacteriana (BC) (em cima) e a 
membrana de nanocelulose bacteriana e fucoidano a 15% (BC/Fuc15) (em baixo).  
 
Uma vez que a membrana permanece translúcida, a coloração desta não será 
aparentemente um problema pois será possível observar os ferimentos na pele através da 
mesma. Pelo contrário, a cor acastanhada ténue das membranas compósitas até poderá 
ser benéfica já que, tendo em conta a sua aplicação como curativo, poderá disfarçar a 
presença da membrana no local lesado, sugerindo até mesmo a sua aplicação como 
curativo discreto para doenças da pele, como é o caso da psoríase. Por outro lado, a cor 
acastanhada das membranas remete para a presença de pigmentos da alga, como a 
fucoxantina, um carotenoide que apresenta atividades antioxidante e anti-inflamatória, 
podendo assim auxiliar o mecanismo de regeneração da pele (98).  
Contudo, a membrana BC/Fuc15 mostrou-se bastante quebradiça, o que é uma 
desvantagem tendo em conta a potencial aplicação na regeneração de feridas e a sua 
aplicação por vezes em zonas mais irregulares. Assim, procedeu-se à incorporação de 
glicerol, um plastificante bastante comum para materiais de natureza polissacarídica, de 
forma a aumentar a maleabilidade das membranas de BC e fucoidano. Este plastificante 
foi já incorporado, com sucesso, em membranas de BC com diversos fármacos modelo, 
como verificado nos trabalhos de Silva et al. (99), sendo uma concentração de 5% a 
indicada nesses casos como suficiente para produzir uma membrana maleável. Além 
disso, a inclusão de glicerol nas membranas pode ser benéfico já que, para além de 
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aumentar a maleabilidade, resulta num efeito hidratante da pele que é um fator 
fundamental no tratamento de diversas doenças da pele (47).  
Uma vez que o fucoidano é solúvel em água foram realizados alguns testes 
preliminares de saída deste polissacarídeo da membrana BC/Glic/Fuc15. Após estes 
testes, realizados em triplicado, verificou-se que a percentagem de libertação do 
fucoidano de membranas com glicerol (5%) e fucoidano (15%) rondava os 58,6 ± 8,1%. 
De facto, esta libertação parcial do composto poderá constituir uma vantagem, uma vez 
que o fucoidano proveniente de algas castanhas apresenta atividade anti-inflamatória e 
antibacteriana e a sua libertação direta para a zona ferida da pele poderá estimular mais 
eficientemente o processo de cicatrização.  
Após estes ensaios preliminares, foram preparadas as membranas BC, BC/Glic, 
BC/Glic/Fuc5, BC/Glic/Fuc10 e BC/Glic/Fuc15 (Figura 15), em duplicado, com 
concentração de fucoidano variável (0, 5, 10 e 15% m/m) e glicerol (0 ou 5% v/v), 
(Tabela 2), e analisadas em termos de estrutura, composição, estabilidade térmica, 
propriedades mecânicas e capacidade de absorção de água. 
 
 
Figura 15: Membranas de BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc com diferentes quantidades de 
fucoidano, após secagem na estufa. 
 
 
 
4.3.  Caracterização das membranas 
 
Com o avanço da ciência e da tecnologia nos últimos anos têm sido desenvolvidos 
diversos materiais inovadores para diferentes aplicações, nomeadamente para aplicação 
na área biomédica, com especial foco na engenharia e regeneração de tecidos e órgãos 
(100). Estes biomateriais criados em laboratório permitem ultrapassar desafios e 
barreiras que eram considerados intransponíveis, aproximando-se cada vez mais do 
objetivo maior desta área que é melhorar a qualidade de vida, em geral, da população. 
No entanto, não é só o desenvolvimento destes biomateriais que é necessário, mas 
também a sua caracterização detalhada, uma vez que atendendo à sua aplicação na área 
     
             BC                           BC/Glic                BC/Glic/Fuc5            BC/Glic/Fuc10    BC/Glic/Fuc15                                                      
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da saúde é importante conhecer o comportamento do material e se este se encontra de 
acordo com as normas reguladas (100). Assim, esta subsecção irá focar-se na 
caracterização das membranas compósitas desenvolvidas neste trabalho, recorrendo a 
uma miríade de técnicas para auxiliar a compreensão das suas propriedades e possível 
aplicação na regeneração da pele. Dado o carácter inovador deste trabalho e  atendendo 
ao facto que o único artigo que faz menção, até à data deste relatório, de um compósito 
contendo fucoidano não possui caracterização das membranas, os resultados obtidos 
nesta secção serão comparados com compósitos de BC e outros polissacarídeos e 
proteínas utilizados na área biomédica (87).  
 
4.3.1. Espetroscopia de UV-vis 
A espetroscopia de refletância difusa é uma técnica muito utilizada para avaliar a 
transparência de vários materiais compósitos no espetro visível (101,102). Uma vez que 
se deu alteração de cor das membranas de BC com o aumento do teor de fucoidano 
adicionado (Figura 15) procedeu-se à análise das membranas de BC/Fuc desenvolvidas 
neste trabalho por espetroscopia de UV-vis, encontrando-se os espetros traçados na 
Figura 16.  
As membranas de BC/Glic/Fuc apresentam um padrão similar entre si, podendo-se 
observar uma única banda, com baixas percentagens de transmitância na região do UV-
C (100-280 nm), a 260 nm, sofrendo alargamento com o aumento da concentração de 
fucoidano presente na membrana, o que mostra o potencial efeito protetor destes 
polissacarídeos sulfatados contra a radiação UV (65,103). Por outro lado, não se 
verificam bandas na região do visível (400 a 750 nm) podendo confirmar-se que as 
membranas desenvolvidas neste trabalho possuem alguma translucidez na região do 
visível, mesmo aquando a introdução de fucoidano na matriz de BC. Aproximando-nos 
do extremo do espetro visível, a 400 nm, verificamos uma grande diminuição da 
transmitância com o aumento de concentração de fucoidano, tendo a percentagem de 
BC/Glic/Fuc15 diminuído para cerca de metade, quando comparada com a BC. 
Estes resultados mostram claramente que estas membranas possuem as propriedades 
óticas necessárias para garantir o acompanhamento visual do tratamento de feridas da 
pele, para além de, atendendo ao efeito protetor do fucoidano, protegerem o local 
danificado da radiação UV.  
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Figura 16: Espetros de UV-vis das membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc, entre 250-700 
nm (em cima), e com aproximação na região do ultravioleta (centro) e do visível (em baixo).  
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4.3.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
acoplada a reflexão total atenuada (FTIR-ATR) 
A análise por FTIR foi utilizada para caracterizar as membranas de BC, e em 
particular confirmar a presença de glicerol e fucoidano incorporados e averiguar a 
existência de diferenças nos espetros de cada uma delas. A técnica de FTIR-ATR tem 
vindo a ser usada para a caracterização de membranas de BC e compósitos com 
aplicação na área da medicina e permite, de uma forma simples e rápida, verificar a 
inclusão de compostos na matriz escolhida (56,58). Assim, através da análise das 
bandas dos espetros de FTIR-ATR das membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc é 
expectável identificar bandas características dos grupos funcionais dos componentes das 
membranas (BC, glicerol e fucoidano).  
Na Figura 17 encontram-se representados os espetros de FTIR-ATR das membranas 
BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc, na gama dos 4000 aos 600 cm-1, onde se encontram 
identificadas algumas das bandas mais relevantes. Embora já tenha sido discutido o 
espetro de Fuc_PT, este encontra-se também representado para comparação com os 
compósitos desenvolvidos neste trabalho. 
A BC apresenta bandas a 3332 e 2906 cm-1 atribuídas, respetivamente, ao 
alongamento dos grupos hidroxilo e ao alongamento dos grupos CH2, sendo estes 
valores concordantes com os obtidos em análises de BC produzida por bactérias 
Gluconacetobacter em meio HS, em estudos de Gayathry et al. (104) e Silva et al. (99). 
Por volta de 1160, 1096 e 1030 cm-1 surgem bandas atribuídas à possibilidade de 
funcionalidades C‒O‒C na BC, ao alongamento das ligações C‒O e à presença de 
ligações glicosídicas, respetivamente (104,105). Podem ainda ser identificadas 
vibrações de flexão fora do plano correspondentes aos grupos CH e C‒OH, nas zonas de 
870-900 cm-1 e 665-670 cm-1, respetivamente, observadas na parte final do espetro da 
Figura 17.  
A membrana BC/Glic também apresentou bandas a 3332 e 2906 cm-1, associadas 
com os grupos OH e CH, respetivamente, presentes tanto na BC como no glicerol (99). 
A banda característica da vibração C‒O, típica dos álcoois, encontra-se presente a 1096 
cm-1, sendo também comum ao alongamento das ligações C‒O na BC. Todas as 
restantes bandas acima identificadas para a BC pura encontram-se representadas no 
espetro desta membrana.  
É expectável que as membranas BC/Glic/Fuc possuam bandas características tanto 
da BC, como do glicerol e do fucoidano. De facto, podemos verificar a presença de 
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todas as bandas anteriormente mencionadas, referentes à BC e ao glicerol, bem como a 
presença de bandas a 1594 e 1416 cm-1, atribuídas a vibrações assimétricas e simétricas, 
respetivamente, dos grupos carboxílico que podem estar presentes em alguns 
monossacarídeos constituintes do fucoidano. A cerca de 1206 cm-1 surge um pico ténue 
que, apesar de um pouco desviado do intervalo 1260-1220 cm-1, corresponde aos grupos 
S=O do fucoidano, confirmando assim a sua incorporação nas membranas de BC (96). 
A banda a 1030 cm-1 poderá também ser relacionada, como mencionado anteriormente, 
com as ligações glicosídicas presentes entre monossacarídeos, quer dos polissacarídeos 
sulfatados presentes nas membranas BC/Glic/Fuc, quer da BC que serve de reforço a 
todas as amostras (95). A banda indicada a 854 cm-1 pode ainda ser atribuída a 
substituições complexas das unidades 4-sulfato e 6-sulfato nos monossacarídeos 
constituintes do fucoidano justificando, mais uma vez, a sua bem sucedida incorporação 
nas membranas BC/Glic/Fuc (96,97). 
 
 
Figura 17: Espetros de FTIR-ATR de fucoidano pré-tratado (Fuc_PT) e das membranas 
BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc.  
 
4.3.3. Microscopia eletrónica de varrimento (SEM) 
O SEM é um tipo de microscopia eletrónica que produz imagens por varrimento da 
superfície de uma amostra com um feixe de eletrões localizado (106). Os eletrões 
interagem com os átomos da amostra, produzindo vários sinais que contém informação 
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acerca da topografia da superfície (textura), composição química, estrutura cristalina e 
orientação dos constituintes da amostra. Esta é uma técnica bastante usada na 
caracterização de materiais já que combina a simplicidade da preparação de amostras 
com o desempenho e flexibilidade de microscópios eletrónicos sofisticados (106). A 
Figura 18 e a Figura 19 apresentam as micrografias de SEM da superfície (vista 
superior) das membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc e a Figura 20 as respetivas vistas 
transversais na zona de quebra.  
 
 
 
Figura 18: Micrografias de SEM de BC a diferentes ampliações. 
 
 
As micrografias de SEM de BC confirmam a sua estrutura tridimensional bem 
organizada, assim como as fibrilas que a constituem, de dimensão nanométrica, 
organizadas aleatoriamente e formando espaços vazios entre si, normalmente 
designados por poros (36,38,88). Uma estrutura similar pode ser observada na Figura 19 
para a membrana BC/Glic, embora seja possível verificar a existência de um maior 
número de poros na sua superfície, devido à adição de glicerol, já que este plastificante 
é retido entre as fibrilas de BC, reduzindo as interações intermoleculares e aumentando 
a distância entre elas, originando um maior número de espaços vazios (47). Por outras 
palavras, a presença de glicerol diminui o colapso da estrutura tridimensional da 
nanocelulose com a secagem da membrana, sendo, por isso, a membrana constituída 
unicamente por BC mais compacta que a da membrana BC/Glic (99).  
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Figura 19: Micrografias de SEM de BC/Glic e BC/Glic/Fuc. 
 
BC/Glic                                                           BC/Glic                                                      
BC/Glic/Fuc5                                                 BC/Glic/Fuc5                                                      
BC/Glic/Fuc10                                               BC/Glic/Fuc10                                                      
BC/Glic/Fuc15                                               BC/Glic/Fuc15                                                      
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Figura 20: Micrografias de SEM da secção transversal (zona de quebra) das membranas de 
BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc. 
 
A adição de fucoidano às membranas origina uma rede tridimensional mais 
compacta, com um menor número de espaços vazios, como se pode observar na Figura 
19 e na Figura 20. Este polissacarídeo sulfatado preenche os espaços intersticiais da 
membrana, como se pode constatar pelas imagens das secções transversais das 
membranas BC/Glic/Fuc, que se encontram altamente preenchidas, formando uma rede 
mais densa e diminuindo o tamanho dos poros. Este comportamento é semelhante às 
observações de Lin et al. (56), em membranas de BC/quitosano, na qual se verificou um 
aumento da densidade da estrutura tridimensional da BC com a adição de quitosano, e 
ao reportado nos trabalhos de Cai et al. (107,108) , no desenvolvimento de compósitos 
BC/Glic/Fuc10                                            BC/Glic/Fuc15                                                      
BC/Glic/Fuc5                                              BC/Glic/Fuc10                                                      
BC                                                                BC/Glic                                                     
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de BC/PEG e BC/Colagénio, que revelou mais uma vez a formação de uma rede mais 
coesa e com um menor número de espaços vazios por penetração destes polímeros na 
matriz da BC.  
 
4.3.4. Análise termogravimétrica (TGA) 
A análise termogravimétrica (TGA) é um método de análise térmica que permite 
acompanhar mudanças na massa de um material em função do aumento da temperatura, 
a uma velocidade constante (109). Esta técnica é especialmente útil para a 
caracterização de materiais poliméricos (termoplásticos, compósitos, fibras e filmes), 
como é o caso das membranas produzidas neste trabalho.  
Inicialmente analisou-se o extrato de fucoidano para determinar a sua estabilidade 
térmica e perfil de degradação. A Figura 21 apresenta as curvas de TGA e dTGA de 
fucoidano obtido a partir da alga pré-tratada (Fuc_PT), por extração com microondas, 
onde podemos distinguir três fases de degradação bem definidas. A primeira fase ocorre 
entre os 30-110ºC em que se verifica perda de massa por desidratação da amostra, como 
observado por Rodriguez-Jasso et al. (72) e Anastasakis et al. (110) para amostras de F. 
vesiculosus, sem pré-tratamento.  A cerca de 180ºC ocorre a pirólise da amostra de 
fucoidano, com um pico a cerca de 236ºC, terminando perto dos 692ºC. A terceira etapa 
de degradação inicia-se perto dos 730ºC e manteve-se até à temperatura final da análise, 
800ºC, estando associada normalmente à pirólise do esqueleto residual de carbono do 
polissacarídeo. A massa remanescente (cerca de 29% da massa original de fucoidano) 
corresponde ao conteúdo de cinza da amostra, sendo provavelmente constituída por 
sulfatos, fosfatos e carbonatos, minerais normalmente encontrados em extratos de 
polissacarídeos marinhos, como é o caso do fucoidano (110). 
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Figura 21: Curvas de TGA e dTGA de fucoidano extraído a partir de Fucus vesiculosus 
pré-tratada com clorofórmio e metanol (Fuc_PT) no intervalo 20-800ºC. 
 
A Figura 22 e a Figura 23 apresentam, respetivamente, as curvas de TGA e dTGA 
das membranas preparadas neste trabalho, BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc. Ambas os 
gráficos incluem as curvas de TGA e dTGA do fucoidano utilizado, Fuc_PT, para 
auxiliar a comparação com as membranas estudadas.  
 A membrana de BC pura (BC) apresenta um perfil de degradação com um único 
passo, iniciando-se a cerca de 280ºC e com uma temperatura máxima de degradação a 
345ºC, semelhante ao reportado por Tomé et al. (52) para membranas de BC pura 
(366ºC), embora não se tenha, no nosso caso, observado uma perda significativa de 
água na membrana estudada, à temperatura de 100ºC (52,111), e que está obviamente 
relacionado com a eficiência da secagem. A membrana de BC com glicerol (BC/Glic) 
segue um padrão de degradação em dois passos, um inicial a cerca de 230ºC que 
corresponde à volatilização do glicerol (112) e outro a 345ºC associado com a 
degradação da BC, sendo que inicialmente ocorre também uma pequena perda de massa 
devido à desidratação da amostra. 
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Figura 22: Curvas de perda de massa, em percentagem, das membranas de BC, BC/Glic e 
BC/Glic/Fuc e do fucoidano no intervalo 20-800ºC. 
Figura 23: Curvas das derivadas das perdas de massa, das membranas de BC, BC/Glic e 
BC/Glic/Fuc e do fucoidano, no intervalo 20-800ºC. 
 
A introdução de fucoidano nas membranas de BC (amostras BC/Glic/Fuc) revela 
um perfil de degradação semelhante ao da BC/Glic, com a desidratação da amostra (30-
110ºC), volatilização do glicerol, utilizado como plastificante nas membranas, e 
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degradação simultânea do fucoidano (170-270ºC) e degradação da BC (315-370ºC). 
Verificou-se também que estas amostras foram praticamente totalmente degradadas até 
aos 800ºC (resíduo com cerca de 7% da massa inicial da amostra).  
Como referido anteriormente, os perfis de degradação térmica das membranas 
BC/Glic/Fuc são muito semelhantes entre si e semelhantes ao perfil de degradação da 
membrana BC/Glic. Uma vez que a quantidade de glicerol adicionado às membranas foi 
muito elevada, para garantir a maleabilidade das membranas, o glicerol desempenha um 
papel fundamental na estabilidade das membranas, determinando o seu perfil 
característico, comprovado pela elevada perda de massa observada neste passo. Isto 
explica ainda a diminuição observada no valor do resíduo final das membranas 
compósitas, já que o glicerol adicionado tinha uma pureza elevada (99,5%) e, por 
conseguinte, foi degradado totalmente deixando apenas alguns resíduos correspondentes 
a impurezas de BC e fucoidano.  
Atendendo à aplicação que é sugerida para estas membranas como curativos na 
regeneração de pele, o perfil de degradação térmica das membranas BC/Glic/Fuc não se 
mostra problemático uma vez que estes materiais utilizados na área da medicina 
normalmente são esterilizados a temperaturas relativamente baixas (cerca de 150ºC) às 
quais não se espera que haja degradação da amostra, para além da evaporação da água à 
temperatura de 100ºC (113).  
 
4.3.5. Ensaios mecânicos 
O comportamento mecânico é crucial para o desempenho de um biomaterial, 
especialmente quando este é utilizado como implante ou dispositivo biomédico (114). 
As propriedades mecânicas de um biomaterial são, quase sempre, caracterizadas por 
tensões e deformações no material que advêm de cargas e deslocamentos neles 
aplicados. Assim, realizando ensaios de tração, em que o material é submetido a uma 
força que o distende até à rutura, podemos obter uma curva de tensão-deformação com a 
qual é possível analisar o comportamento do material ao longo do ensaio e obter valores 
de parâmetros como o módulo de Young, a resistência à tração e a percentagem de 
elongação do material até à sua rutura, entre outros (114). Após a análise das 
membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc foram recolhidos os resultados obtidos no 
ensaio de tração e elaborados os respetivos gráficos, representados nas Figura 24 a 
Figura 26, e resumidos os valores médios dos referidos parâmetros, com os respetivos 
desvios padrão, na Tabela 3. 
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Tabela 3: Propriedades mecânicas (modulo de Young, resistência à tração e elongação até à 
quebra) das membranas BC, BC/Glic e BC/Glic/Fuc. 
 
 
Módulo de Young  
[MPa] 
Resistência à 
tração [MPa] 
Elongação 
até rutura [%] 
BC 7902,77 ± 1637,91 146,62 ± 48,64 2,52 ± 0,95 
BC/Glic 287,69 ± 116,59 33,54 ± 6,47 23,98 ± 1,71 
BC/Glic/Fuc5 255,42 ± 21,71 38,09 ± 3,86 23,18 ± 1,00 
BC/Glic/Fuc10 174,10 ± 28,64 24,55 ± 4,93 35,94 ± 4,10 
BC/Glic/Fuc15 232,27 ± 43,56 30,79 ± 6,51 31,14 ± 2,28 
 
No que diz respeito ao módulo de Young, também designado por módulo de 
elasticidade ou módulo de tensão, a membrana de BC apresenta um valor de cerca de 
7903 MPa. Este valor é superior ao reportado por Lin et al. (56) para membranas de BC 
de Acetobacter xylinum (34 MPa) mas consideravelmente inferior ao reportado para 
membranas produzidas por G. sacchari (cerca de 19132 MPa) em estudos de Almeida et 
al. (47) e Silva et al. (99). 
O valor do módulo de Young diminui para cerca de 288 MPa aquando a introdução 
de glicerol nas membranas, que corresponde a uma redução de cerca de 96%, quando 
comparado com o valor da membrana BC. Esta diminuição é semelhante à descrita por 
Silva et al. (99) para membranas de BC nas quais também foi incorporado 5% de 
glicerol, embora ambas sejam, como esperado, mais elevadas do que a reportada por 
Almeida et al. (47), utilizando concentrações de apenas 1% de glicerol, o que comprova 
que um aumento da concentração deste agente plastificante na membrana de BC 
provoca a diminuição do seu módulo de Young, tornando-as mais maleáveis.  
As membranas que possuem fucoidano em diferentes concentrações (BC/Glic/Fuc) 
possuem também módulo de Young mais baixo que a BC inalterada, mas semelhante à 
membrana de BC/Glic, o que indica que o valor de módulo de Young está a ser 
influenciado, sobretudo, pela introdução de glicerol nas membranas. Contudo, estes 
valores são ainda mais elevados que os reportados para compósitos de BC/quitosano 
0,6% (132 MPa) (56), de BC/alginato 1% (3,80 MPa) e de BC/PEG 1% (105 MPa), 
respetivamente, e semelhantes aos encontrados para compósitos de BC/colagénio (275 
MPa), compósitos referidos como tendo aplicação a nível biomédico, nomeadamente 
em processos regenerativos (63,107,108).  
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Figura 24: Gráfico do módulo de Young (MPa) calculado para cada membrana (BC, 
BC/Glic e BC/Glic/Fuc) a partir dos valores médios para cada espécime utilizado nos ensaios de 
tração. 
 
A resistência à tração é a capacidade que o material tem de resistir à sua elongação, 
e corresponde à força de tensão no momento em que se dá a rutura do espécime, 
expressa normalmente em MPa (115). O valor médio de resistência à tração obtido para 
a membrana de BC pura foi de cerca de 147 MPa, inferior ao valor de resistência à 
tração obtido para membranas produzidas por G. sacchari (272 MPa) (47,99). Contudo, 
o valor obtido de resistência à tração da membrana de BC foi superior ao encontrado 
para membranas produzidas por outras bactérias do mesmo género, nomeadamente de 
Gluconacetobacter xylinum, como verificado nos trabalhos de Lin et al. (56) (cerca de 
15 MPa) e Cai et al. (108) (96 MPa).  
O valor de resistência à tração da membrana BC/Glic, com 5% de glicerol, é mais 
baixo (cerca de 34 MPa) que o obtido para a BC inalterada. Este resultado mostra-se 
concordante com a literatura consultada, por comparação com o artigo de Silva et al. 
(99), embora seja inferior ao reportado por este autor para membranas com a mesma 
concentração deste aditivo (90 MPa). Adicionalmente, confrontando estudos de 
Almeida et al. (47) e de Silva et al. (99), observam-se valores mais elevados de 
resistência à tração para membranas que contêm 1% de glicerol (360 MPa) 
comparativamente a membranas com 5% de glicerol (90 MPa), o que indica que a 
concentração de plastificante na membrana influencia a sua resistência à tração. 
Aquando a adição de fucoidano obtiveram-se valores de resistência à tração para as 
membranas BC/Glic/Fuc semelhantes ao registado para a membrana BC/Glic o que 
indica, mais uma vez, que o glicerol é o principal responsável pela diminuição dos 
parâmetros mecânicos destas membranas, neste caso concretamente, na diminuição do 
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valor de resistência à tração. A membrana BC/Glic/Fuc10, com 10% de fucoidano, 
apresenta o valor mais baixo de resistência à tração, cerca de 25 MPa, seguida da 
membrana com 15% (31 MPa) e, finalmente, da membrana com 15% destes 
polissacarídeos sulfatados (38 MPa). Estes valores são mais elevados que a resistência à 
tração reportada para compósitos de BC/quitosano 0,6% (10 MPa), BC/PEG 1% (96 
MPa) e BC/alginato 1% (3,8 MPa), o que indica que a adição de fucoidano na 
membrana resulta em membranas compósitas mais resistentes a forças de tensão 
(55,62,104). 
No entanto as membranas com fucoidano apresentam valores de resistência à tração 
inferiores ao valor registado para membranas compósitas de BC/colagénio (275 MPa), o 
que poderá ser explicado pela elevada resistência à tração do colagénio devido à sua 
estrutura em tripla hélice (105). 
 
 
Figura 25: Resistência à tração (MPa) de cada membrana, calculada a partir do valor médio 
para cada espécime. 
 
A elongação até à rutura é dada como a razão, expressa normalmente em 
percentagem, entre o comprimento alterado e o comprimento inicial do espécime 
testado e indica a deformação permanente relativamente ao ponto de quebra do material 
(115). O valor de elongação obtido para a BC pura foi de 2,52%, semelhante ao 
encontrado em literatura para membranas de BC provenientes de G. sacchari cultivadas 
estaticamente em meio HS, como é o caso de trabalhos de Almeida et al. (47) e de Silva 
et al. (99), que referem percentagens de elongação por volta dos 2,26%.  
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A membrana com glicerol, BC/Glic, apresenta um valor de elongação de cerca de 
24%, bastante superior quando comparado à membrana de BC pura. Valores de cerca de 
6,17% e 20,59% foram reportados na literatura para membranas de BC com glicerol a 1 
e 5%, respetivamente (47,99,108,116). O valor obtido para a membrana BC/Glic é, 
então, semelhante à elongação obtida para membranas com a mesma quantidade de 
plastificante. 
As membranas com fucoidano, BC/Glic/Fuc, apresentam percentagens de elongação 
ligeiramente mais elevadas que a membrana que contém apenas glicerol (36% para a 
BC/Glic/Fuc10 e 31% para a BC/Glic/Fuc15), com exceção da BC/Glic/Fuc5 que 
apresenta um valor similar à BC/Glic (cerca de 23%). Quando comparadas a outros 
compósitos de BC verifica-se também que a adição de polissacarídeos sulfatados na 
matriz origina membranas com percentagens de elongação até à rutura mais elevadas, 
em média, que outros compósitos estudados, como é o caso de BC/quitosano 0,6% 
(28,54%), BC/alginato 1% (2,61%), BC/colagénio (3,75%), BC/quitosano/alginato 
(2:1:1) (24,62%) e BC/PEG 1% (6,5%), o que demonstra que a adição de fucoidano nas 
membranas aparenta aumentar a sua resistência a deformações até ao ponto de quebra 
da membrana embora este efeito se deva, maioritariamente, à presença de glicerol, 
como pode ser observado na comparação dos valores de elongação entre as membranas 
de BC e BC/Glic  (56,58,63,107,108). 
 
 
Figura 26: Percentagem de elongação da membrana até à sua rutura, calculada a partir dos 
valores médios de cada espécime.  
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Assim, de forma geral, podemos concluir que a introdução de fucoidano, em 
diferentes concentrações, nas membranas de BC resulta em compósitos com boas 
propriedades mecânicas, com valores mais elevados que os registados na maioria dos 
trabalhos acima citados, em que a BC é usada como reforço para outros polissacarídeos 
e proteínas. Estas são, no entanto, mais baixas quando comparadas com a BC pura já 
que a adição de glicerol, utilizado como plastificante, resulta numa diminuição dos 
parâmetros avaliados nos ensaios mecânicos efetuados. No entanto, a utilização de 
glicerol é necessária para garantir a maleabilidade e flexibilidade das membranas 
desenvolvidas, comprovada pelos elevados valores de elongação até à rutura das 
membranas que possuem este composto. De facto, atendendo a estas características, as 
membranas de BC/Glic/Fuc mostram-se boas candidatas ao uso como curativos na 
regeneração de pele.  
As diferenças encontradas para os valores de resistência à tração de membranas com 
5, 10 e 15% não aparentam ser estatisticamente significativas (p>0,05), pelo que se 
pode pressupor que diferenças na concentração de fucoidano não influenciam 
significativamente as propriedades mecânicas destes compósitos.  
 
4.3.6. Absorção de água 
Uma das mais importantes características que um biomaterial pode possuir é a 
capacidade de absorver água ao longo do tempo, influenciando parâmetros como a sua 
degradação, propriedades mecânicas e adesivas, podendo ainda determinar perfis de 
libertação de fármacos e a resposta biológica ao material (114,117,118). Esta 
característica pode influenciar as propriedades mecânicas e futura aplicação do 
biomaterial produzido sendo, portanto, um parâmetro a ter em consideração na 
caracterização de biomateriais, como é o caso das membranas compósitas produzidas 
neste trabalho. Assim, a capacidade de absorção de água das membranas foi avaliada 
para 0,5, 8 e 24h após a imersão dos espécimes em água, e calculada a percentagem de 
absorção de água (W) através da variação do peso. Os resultados obtidos encontram-se 
representados no gráfico da Figura 27.  
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Figura 27: Percentagem de água absorvida (W) pelas membranas após 0,5, 8 e 24h de 
imersão em água destilada, à temperatura ambiente. 
 
Através do gráfico acima apresentado podemos verificar diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre a medição inicial e a medição a 8h, sendo que na medição 
às 24h se observam valores de W semelhantes aos da medição anterior (p>0,05). 
Verifica-se ainda, ao tempo 0,5 h, que a membrana BC/Glic apresenta um valor de W 
três vezes superior ao da membrana BC. Nas medições a 8 e 24h também se observam 
diferenças consideráveis (7x e 6x, respetivamente) entre o valor de W das membranas 
BC e BC/Glic, sendo esta variação explicada pela incorporação de glicerol, que 
influencia a capacidade de absorção de água das membranas de BC devido às suas 
propriedades hidrofílicas e humectantes (47,99). Adicionalmente, a presença de 
moléculas de glicerol na matriz limita o colapso da sua estrutura tridimensional durante 
a secagem das membranas, permitindo que se forme um maior número de poros na 
matriz, como observado nas micrografias de SEM anteriormente apresentadas, 
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é semelhante ao verificado por Pavaloiu et al. (119) , em compósitos de BC e gelatina 
(1, 5 e 10%), observando-se valores superiores de W para a membrana com 1% de 
gelatina, sugerindo que o valor de W depende da concentração do aditivo incorporado, 
uma vez que uma maior concentração do mesmo permite uma maior densidade de 
ligações cruzadas e diminui os espaços vazios na matriz, levando a uma diminuição da 
absorção de água.   
Diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas entre 
membranas com diferentes concentrações de fucoidano (BC/Glic/Fuc com 5, 10 e 15% 
de fucoidano), o que indica que a concentração destes polissacarídeos sulfatados 
influencia a capacidade de absorção de água das membranas, como seria de esperar pela 
observação das micrografias de SEM. As membranas compósitas de BC/Glic/Fuc 
possuem elevada capacidade de absorção de água, sendo este comportamento essencial 
para permitir a absorção de exsudado dos ferimentos e manutenção da humidade local, 
para além de ser uma característica importante para a atuação do fucoidano incorporado 
no local lesado.  
 
4.4. Avaliação da atividade biológica  
 
Uma vez avaliadas as propriedades mecânicas das membranas desenvolvidas neste 
trabalho, e atendendo à sua finalidade como potencial curativo para regeneração da pele, 
foram efetuados alguns ensaios preliminares de atividade biológica, tendo-se escolhido 
analisar, primeiramente, o fucoidano extraído de F. vesiculosus, avaliando parâmetros 
como a atividade antioxidante, viabilidade celular e atividade anti-inflamatória.  
 
4.4.1. Determinação da atividade antioxidante do fucoidano extraído 
A atividade antioxidante do fucoidano extraído de F. vesiculosus, calculada como a 
percentagem de inibição do radical DPPH de amostras com concentrações variáveis de 
fucoidano, encontra-se representada na Figura 28. Pode-se observar um aumento da 
capacidade inibitória do radical DPPH, traduzida em percentagem, com o aumento da 
concentração de fucoidano da amostra, sendo que a amostra menos concentrada (0,17 
mg.mL-1) apresenta uma inibição do radical DPPH de 2,57% e a mais concentrada (1,17 
mg.mL-1) de 62,4%. Estes valores são superiores aos reportados por Rodriguez-Jasso et 
al. (91) para avaliação da atividade antioxidante de fucoidano extraído de F. 
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vesiculosus, recorrendo ao método de neutralização do radical DPPH, já que o valor 
mais elevado de atividade antioxidante indicado nesse estudo foi cerca de 23%, para 
uma amostra com 1 mg.mL-1 de fucoidano e, para a mesma concentração, o valor de 
atividade antioxidante obtido nesta dissertação foi cerca de duas vezes superior (48%). 
Esta diferença nos valores de atividade antioxidante pode dever-se à utilização de um 
passo de pré-tratamento da alga utilizada neste trabalho, à composição da mesma, que 
varia consoante o local e a época de recolha, como mencionado anteriormente, mas 
também à presença de algumas impurezas no fucoidano extraído, nomeadamente a 
fucoxantina, que apresenta atividade antioxidante, provocando um aumento da 
percentagem de inibição do radical DPPH (65,120).  
 
 
Figura 28: Inibição do radical DPPH (%) após adição do fucoidano, utilizando amostras 
com concentrações variáveis deste composto. 
 
Uma vez que toda a solução de fucoidano foi absorvida pelas membranas de BC 
podemos tentar extrapolar as suas atividades antioxidantes, a partir da concentração de 
fucoidano presente em cada uma delas. Admitindo que é utilizado como penso uma 
membrana com 4 cm2 de área, temos concentrações de fucoidano de cerca de 0,46, 0,92 
e 1,59 mg.mL-1 (admitindo um volume final de 3 mL, como utilizado para a 
determinação da atividade antioxidante do fucoidano) para as membranas 
BC/Glic/Fuc5, BC/Glic/Fuc10 e BC/Glic/Fuc15, respetivamente. Assim, atendendo ao 
gráfico anteriormente apresentado espera-se que a atividade antioxidante nestes pensos 
seja de cerca de 10-20% para a membrana de BC/Glic/Fuc5, entre 40 e 50% para a 
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membrana com 10% de fucoidano e que aumente para um valor superior a 60% para a 
membrana com maior quantidade de fucoidano, BC/Glic/Fuc15, o que indica que esta 
última poderá apresentar uma maior atividade antioxidante, que é um parâmetro 
fundamental para o processo de regeneração tecidual. Contudo, testes de atividade 
antioxidante das membranas terão que ser conduzidos futuramente para verificar a 
veracidade destes valores. 
 
4.4.2. Avaliação da viabilidade celular de RAW 264.7 na presença de 
fucoidano  
Os ensaios de viabilidade celular são frequentemente utilizados para determinar se 
alguns compostos, como é o caso de polissacarídeos e outras macromoléculas extraídas 
de algas, possuem efeitos na proliferação celular ou mostram efeitos citotóxicos que 
eventualmente poderão levar à morte celular (121). Uma vez que foi reportado que o 
fucoidano extraído de algas F. vesiculosus induz a apoptose de linhas celulares de 
cancro humano foi necessário avaliar a citotoxicidade do fucoidano obtido neste 
trabalho em células de macrófagos de ratinhos leucémicos, RAW 264.7, sendo a 
percentagem de viabilidade apresentada na Figura 29 (122). Podemos observar que 
mesmo utilizando a concentração mais elevada de fucoidano, 200 µg.mL-1, obteve-se 
elevada percentagem de viabilidade celular (97,7 ± 1,12%), o que indica que até à 
concentração indicada o fucoidano extraído de F. vesiculosus sujeita a pré-tratamento 
não apresenta efeitos citotóxicos notórios para a linha celular utilizada. 
No âmbito deste trabalho não foi possível avaliar a citotoxicidade das membranas 
BC/Glic/Fuc produzidas, reservando-se esta avaliação para trabalho futuro. Atendendo 
que num penso 2 por 2 cm2, a concentração mínima de fucoidano (membrana 
BC/Glic/Fuc5) presente é de cerca de 460 µg.mL-1, bastante acima do limite testado, 
não podemos inferir acerca do seu efeito na viabilidade celular da linha RAW 264.7 
utilizada embora, atendendo aos elevados valores de viabilidade celular à concentração 
de 200 µg.mL-1 de fucoidano (97,7±1,12%), espera-se que a análise destas membranas 
revele também baixos efeitos citotóxicos nesta linha celular.  
 
 65 
 
Figura 29: Viabilidade celular (%) de amostras com diferentes concentrações de fucoidano 
extraído de F. vesiculosus. 
 
 
4.4.3. Determinação da atividade anti-inflamatória do fucoidano  
Uma vez garantida a viabilidade celular para as concentrações de fucoidano 
anteriormente descritas procedeu-se ao estudo da atividade anti-inflamatória deste 
composto, utilizando como modelo inflamatório a linha celular de macrófagos de 
murganho leucémico, RAW 264.7, determinando as respetivas concentrações de óxido 
nítrico (NO) produzido pelas amostras com e sem adição de LPS (Figura 30).  
 
 
Figura 30: Estudo da atividade anti-inflamatória do fucoidano extraído de F. vesiculosus, 
através da libertação de óxido nítrico (NO). 
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Ao contrário do que era expectável, uma vez que a literatura descreve o fucoidano 
como um composto com atividade anti-inflamatória, a adição deste polissacarídeo 
sulfatado promoveu a libertação de óxido nítrico, mesmo em células que não foram 
estimuladas com LPS (cerca de 19,2±0,9 µM) (83). Nas culturas celulares estimuladas 
com LPS verificou-se uma produção de cerca de 27,8 µM de NO, tendo este valor 
diminuído gradualmente com o aumento da concentração de fucoidano adicionado (17,6 
µM, para 200 µg.mL-1). Assim, verificou-se que o fucoidano provoca a libertação de 
NO em células não estimuladas com LPS, até 200 µg.mL-1, mas a presença do 
lipopolissacarídeo na cultura celular desencadeia alguma atividade anti-inflamatória 
característica destes polissacarídeos sulfatados, embora ainda haja produção de NO por 
parte destas células, quando comparadas com o controlo (0 µg.mL-1 de fucoidano, sem 
LPS).  
Esta ação dupla do fucoidano foi reportada por Yang et al. (123) mostrando que 
concentrações baixas deste composto (10 µg.mL-1) aumentaram a expressão de iNOS 
em células RAW 264.7 não estimuladas, mas, aquando a adição de LPS, deu-se uma 
repressão da indução da iNOS, a concentrações superiores a 30 µg.mL-1. Além disso, 
estudando a produção de NO em células estimuladas com LPS, foi verificado que o 
aumento da concentração de fucoidano promove a ação anti-inflamatória deste 
composto, diminuindo a quantidade de NO libertada, até valores próximos do controlo. 
Esta inibição da expressão da iNOS em macrófagos ativados com LPS dá-se, 
provavelmente, pelo bloqueio seletivo da proteína ativadora 1 (AP-1), um fator de 
transcrição que regula a expressão de vários genes envolvidos na diferenciação celular e 
apoptose, como é o caso do NF-κB (123). Uma vez que a ativação destes fatores de 
transcrição é controlada pela formação de ROS, e que a ativação da proteína AP-1 é 
dependente do estado de oxidação/redução da célula, o seu bloqueio seletivo por parte 
do fucoidano pode-se dever à atividade antioxidante deste composto.  
Apesar de, mesmo à concentração máxima, os valores de NO produzido não se 
encontrarem próximos do controlo, o comportamento da amostra de fucoidano foi 
similar ao estudado por Yang et al. (123), assim como ao reportado por um estudo de 
Lee et al. (124), o que indica a possibilidade de ação anti-inflamatória do fucoidano 
extraído, a concentrações elevadas. No entanto, sem o estudo da produção de NO a 
concentrações superiores a 200 µg.mL-1 em células com e sem estimulação com LPS, 
bem como a avaliação da expressão de moléculas envolvidas no processo inflamatório, 
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não podemos retirar conclusões definitivas acerca da atividade do fucoidano extraído 
neste trabalho, no modelo inflamatório utilizado. 
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5. Conclusões 
 
 
 
 
 
 70 
 
 
 71 
 
Com este trabalho foi possível proceder à extração de fucoidano a partir da alga 
Fucus vesiculosus, proveniente da costa portuguesa, recorrendo à metodologia de 
extração assistida por microondas (MAE), tendo-se obtido percentagens de recuperação 
deste polissacarídeo sulfatado de 14,8 ± 1,0%, para os extratos de Fucus vesiculosus 
pré-tratada com clorofórmio e metanol.  
Este composto foi incorporado em membranas de BC, em concentrações de 5, 10 e 
15% (m/m), e utilizando glicerol, a 5%, como agente plastificante para permitir uma 
maior maleabilidade destes compósitos. Estes foram caracterizados por espetroscopia de 
UV-vis, FTIR-ATR, SEM, ensaios mecânicos, TGA e absorção de água, sendo então 
cumprido o objetivo principal do trabalho com o desenvolvimento e caracterização 
destes compósitos.  
Com a espetroscopia de UV-vis foi verificada a translucidez das membranas na 
região do visível (400 a 750 nm) e a existência de uma banda a 260 nm, que demostra a 
propriedade de proteção UV do fucoidano introduzido nestes compósitos. A 
incorporação de fucoidano nas membranas foi confirmada através da existência de picos 
característicos deste polissacarídeo sulfatado nos espetros de FTIR-ATR (1206 cm-1, 
correspondente aos grupos S=O) e a análise das micrografias de SEM obtidas a 4 kV, 
onde se verifica a existência de uma matriz mais compacta e densa nas membranas 
BC/Glic/Fuc, quando comparadas com a membrana de BC puras. Na análise de TGA 
obtiveram-se os perfis de degradação térmica das membranas BC/Glic/Fuc, 
determinados sobretudo pela quantidade de glicerol utilizado, apresentando estabilidade 
a temperaturas normalmente utilizadas para a esterilização deste tipo de compósitos.  
Através dos ensaios mecânicos foram avaliadas propriedades como o módulo de 
Young (232,3 ± 41,9 MPa), a resistência à tração (30,8 ± 6,8 MPa) e a percentagem de 
elongação até à rutura das membranas (31,1 ± 6,4%), demonstrando que os compósitos 
com fucoidano apresentam boas propriedades mecânicas, com valores mais elevados 
que muitos compósitos de BC utilizados na regeneração tecidual, reportados na 
literatura consultada. Estes apresentam ainda elevada flexibilidade e maleabilidade, 
comprovada pelo elevado valor de elongação, características essenciais para a sua 
possível aplicação como curativo. As membranas BC/Glic/Fuc revelaram ainda uma 
elevada capacidade de absorção de água (Wmáximo=18,5x, relativamente a BC 
inalterada), uma característica também importante para sua aplicação como curativo.  
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Finalmente, foram ainda realizados alguns ensaios preliminares de avaliação 
biológica, como citotoxicidade e atividades antioxidante e anti-inflamatória, tendo-se 
iniciado este estudo com o fucoidano extraído. O fucoidano extraído de F. vesiculosus 
demonstrou elevada atividade antioxidante (62,4%, para a amostra com 1,17 mg.mL-1 
de fucoidano) e viabilidade celular até 200 µg.mL-1. Contudo, não foi possível concluir 
acerca da atividade anti-inflamatória do fucoidano extraído neste trabalho uma vez que 
este demonstrou um efeito indutor da produção de NO em células RAW 264.7 não 
estimuladas, mas apresentou um efeito parcialmente inibidor em células estimuladas 
com LPS, com o aumento da concentração. No entanto, uma vez que o comportamento 
deste composto se altera com a concentração espera-se que, com a realização de novos 
testes utilizando concentrações superiores a 200 µg.mL-1, se dê uma inibição completa 
da produção de NO.  
Assim, podemos concluir que tendo em conta as suas boas propriedades óticas, 
mecânicas e a sua elevada capacidade de absorção de água as membranas compósitas de 
BC e fucoidano (BC/Glic/Fuc) mostram-se promissoras para a aplicação como curativo 
de feridas da pele.  
Futuramente, será necessário completar este trabalho com o estudo da atividade 
biológica das membranas desenvolvidas, bem como a sua aplicação como curativo em 
modelos animais, como ratinhos, realizando estudos histológicos e de 
biocompatibilidade que ajudarão a confirmar esta possível aplicação. Espera-se que 
atendendo à sua possível atividade antioxidante e anti-inflamatória, a introdução de 
polissacarídeos sulfatados não seja apenas uma forma de melhorar as propriedades da 
BC, utilizada como matriz, mas também de acelerar a regeneração da pele no local 
lesado, diminuindo os efeitos inflamatórios sofridos no processo de cicatrização. 
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